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RESUMO

A accao hipoglicemiante da insulina € maxima no estado pos-prandial e depende
da substancia hepatica sensibilizadora da insulina (HISS). Esta dissertacao visa o estudo
do mecanismo de accao da insulina no estado pods-prandial e em particular da via
dependente da HISS, em modelos animais fisioldgicos e patologicos (obesidade e
diabetes mellitus tipo 2).

Avaliaram-se diferentes tipos de refeicao quanto ao seu efeito potenciador da
accao da insulina, em ratos Sprague-Dawley (modelo fisiologico). A administracao
intragastrica de glicidos ndao afecta a accao da insulina, mas a refeicao mista (lipidos,
glicidos e proteinas), promove a sensibilizacao para a accao da insulina, através de um
processo que parece ser iniciado no intestino e envolve a activacao da via da HISS.

Nos estudos de obesidade, o primeiro modelo utilizado foi o rato alimentado com
dieta hiperlipidica (HFD), no qual se observou uma insulinorresisténcia pés-prandial
devida quase exclusivamente a perda de accao da HISS, que se correlaciona com a
adiposidade (corporal e abdominal) e parece ser devida a diminuicdo da sua sintese.

O segundo modelo de obesidade usado foi o rato Zucker obeso (OZR), modelo
genético que apresenta uma diminuicao idéntica de ambas as componentes de accao da
insulina (dependente e independente da HISS). A alteracao na via da HISS parece
localizar-se a jusante da sua sintese, sugerindo que um ou varios pontos comuns entre
as vias de sinalizacao intracelular da HISS e da insulina per se estao alterados,
resultando num diminuto aporte de glucose. No OZR, a accao da HISS nao se altera com
a idade, apresentando-se baixa também as 52 semanas de idade. Em ratos ndo obesos
(LZR), a accao da HISS diminui entre as 9 e 52 semanas, sendo acompanhada por um
decréscimo menos acentuado, embora significativo, da accao da insulina per se. A
diminuicdo da accao da HISS com a idade parece ser a principal causa de
insulinorresisténcia pds-prandial em LZR velhos, nao se agravando no OZR.

No modelo de diabetes tipo 2 estudado, o rato Zucker diabético (ZDF), também
ambas as componentes de accao da insulina estavam diminuidas. No entanto, a
alimentacdo com racdo Purina, ligeiramente mais energética e lipidica do que a racao
standard, agrava a disfuncdo da via da HISS nestes animais, sugerindo que a
sensibilidade a insulina em ratos ZDF é muito susceptivel a factores nutricionais.

A via da HISS é essencial para potenciar a accao da insulina do estado de jejum
para o pos-prandial e a sua disfuncao € em grande medida responsavel pela
insulinorresisténcia observada nos modelos animais de obesidade e diabetes estudados.
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SUMMARY

Hypoglycemic insulin action is maximal in the postprandial state and depends on
the hepatic insulin sensitizing substance (HISS). The present thesis focus on the
postprandial insulin action and, in particular, on the HISS-dependent pathway, both in
physiological and pathological (obesity and type 2 diabetes mellitus) animal models.

Different meals were tested in Sprague-Dawley rats (physiological model) for
their capacity to potentiate insulin action. It was observed that intragastric
administration of either glucose or sucrose does not affect insulin sensitivity, unlike the
mixed meal, composed of lipids carbohydrates and proteins, which significantly
potentiated insulin action through a process that seems to be initiated at the intestine
and involves activation of the HISS pathway.

For the obesity studies, the first of the two obesity models used was the high
fat-fed rat (HFD), in which the postprandial insulin resistance was almost exclusively
caused by the decrease of HISS action, probably due to the impairment of HISS
synthesis. This impairment correlates with both corporal and abdominal adiposity.

The second obesity model used was the obese Zucker rat (OZR), a genetic model,
which presented a similar impairment of both components of insulin action (HISS-
dependent and -independent). The modification in HISS pathway in OZR seems to be
located downstream from HISS synthesis, that is, at its site of action - the skeletal
muscle -, suggesting that one or several points common to both HISS and insulin per se
signaling cascades are defective, resulting in a decreased glucose uptake.

In OZR, HISS action does not decrease with age and is also low at 52 weeks of
age. In non-obese rats (LZR), HISS action decreases from 9 to 52 weeks and it is
accompanied by a lower, although significant, impairment of insulin action per se. HISS
action impairment with aging seems to be the major cause of insulin resistance in old
LZR, whereas insulin resistance is not aggravated in aging OZR.

In the type 2 diabetes model, the diabetic Zucker rat (ZDF), both components of
insulin action were also equally impaired. However, feeding the animals with Purina rat
chow, which is slightly more caloric and more lipidic, induces additional HISS
deterioration when compared with the standard lab diet, suggesting that insulin
sensitivity in ZDF is very susceptible to nutritional factors.

In conclusion, HISS pathway is essential to potentiate insulin action from the
fasted to the fed state and its dysfunction is highly responsible for the insulin resistance
observed in the obesity and diabetes animal models studied.
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PREFACIO

O numero de casos de diabetes mellitus tem aumentado consideravelmente em
todo o mundo e Portugal nao é excepcao. Estimativas recentes publicadas pela
International Diabetes Federation (IDF) apontam para uma prevaléncia da diabetes de
6-8 % da populacao portuguesa e sugerem que atinja os 9.5 % até 2025 (Cardoso et al.,
2008), tornando-se um problema de salde alarmante, com sérias repercussdes do ponto
de vista social e econémico. A grande contribuicao para este aumento é dada pela
crescente incidéncia da diabetes tipo 2 na sociedade actual, resultado do sedentarismo
e estilo de vida na sociedade actual.

A diabetes tipo 2 € uma doenca multifactorial, reconhecidamente associada a um
conjunto de patologias, das quais a mais preponderante é a obesidade. Com efeito,
embora nem todas as pessoas obesas sejam diabéticas, a obesidade acompanha a
diabetes tipo 2 em cerca de 80 % dos casos no mundo ocidental (Ferrannini, 1998),
sendo que se estimou que no ano 2000 o nimero mundial de diabéticos-obesos era cerca
de 171 milhoes, o qual se projecta duplicar até 2030 (Martyn et al., 2008).

Apesar do mecanismo pelo qual a obesidade e a diabetes se relacionam
permaneca por elucidar, estas duas condicées surgem comummente associadas a um
estado de insulinorresisténcia, o qual é caracterizado por uma deficiente accao da
insulina, inicialmente no estado pods-prandial e posteriormente também no jejum
(Lautt, 2007). A insulinorresisténcia é uma alteracao fisiopatoldgica que parece
preceder a deficiente producao de insulina pelo pancreas, a qual resulta numa elevacao
constante da concentracao plasmatica de glucose e consequente diabetes (Kashyap e
Defronzo, 2007).

Se por um lado o pancreas é essencial para a secrecao de insulina, por outro

lado, na Ultima década tem sido descrita uma via hepatica que contribui para a accao
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da insulina apds a refeicao e que, quando alterada, induz ou agrava a condicdo de
insulinorresisténcia (Lautt, 2007; Ceriello et al., 2008). E de facto, de acordo com o
recente relatorio da IDF, as anomalias metabodlicas que ocorrem numa fase de pré-
diabetes sao primeiramente evidentes no estado pos-prandial (Ceriello et al., 2007).
Assim, nos Gltimos anos tem sido dado um maior énfase a homeostase da glucose no
estado pos-prandial, uma vez que é neste periodo que as alteracdes a accao da insulina
tém maior impacto (Ceriello et al., 2007; Ceriello et al., 2008). Na presente dissertacao
apresenta-se um estudo do mecanismo hepatico envolvido na accdo pos-prandial da
insulina, bem como das alteracdes fisiopatologicas que afectam esse mecanismo no
contexto de patologias habitualmente associadas a insulinorresisténcia, como a
obesidade e a diabetes.

Até hoje, as abordagens no tratamento da insulinorresisténcia tém-se centrado
Unica e exclusivamente na insulina, tendo por base estudos realizados numa situacao de
estado estacionario (jejum). Espera-se que a presente dissertacao permita servir de
ponto de partida para novas abordagens e terapéuticas para a reversao da condicao de

insulinorresisténcia.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A presente dissertacao aborda o tema geral da accao hipoglicemiante da insulina.
Em concreto, visa o estudo dos mecanismos de sensibilidade a insulina no estado pos-
prandial, em condicdes fisiologicas e em condicdes fisiopatoldgicas, nomeadamente em
modelos de obesidade e diabetes.

E nossa hipotese geral que, apds uma refeicdo, a maxima sensibilidade a insulina
depende da accao da substancia hepatica sensibilizadora da insulina (HISS), pelo que a
incapacidade de activar a via da HISS ou deficiéncias na sua accdo diminuirao
consideravelmente a sensibilidade a insulina.

Deste modo, investigaram-se os processos fisiologicos envolvidos no aumento da
accao hipoglicemiante da insulina no estado pds-prandial, no contexto da via da HISS e
procurou avaliar-se o impacto de diferentes modelos de obesidade, com e sem diabetes,
na accao da insulina no estado pés-prandial e, em particular, na accao da via da HISS.

Espera-se que este trabalho traga alguma luz sobre a questdao da sensibilidade a
insulina pods-prandial e sobre as alteracées observadas em patologias normalmente
associadas a insulinorresisténcia, como a obesidade, podendo ter implicacées

nutricionais e metodologicas na abordagem da questdo da insulinorresisténcia.
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1.1. ASPECTOS FUNDAMENTAIS DO METABOLISMO FISIOLOGICO DA GLUCOSE

1

Os glicidos ' sdao nutrientes muito importantes em mamiferos, principalmente

pelo seu papel na producao de uma grande parte da energia necessaria a sobrevivéncia
do organismo 2. Com efeito, alguns glicidos representam uma fonte de energia
imediatamente utilizavel, como a glucose, enquanto outros tém um papel de reserva
energética, como o glicogénio >

A glucose é um monossacarido ou aclcar simples e € o glicido mais importante
do ponto de vista biologico. Outros exemplos de monossacaridos sdo a frutose e a
galactose, ambos isomeros da glucose. A maioria dos glicidos sdao absorvidos para a
corrente sanguinea sob a forma de glucose, cuja accao bioldgica é indispensavel para o
metabolismo celular.

Em situacoes fisiologicas, os niveis plasmaticos de glucose modulam o
metabolismo energético celular, pelo que a manutencao da glicémia é o primeiro e
talvez o principal meio de regulacao da homeostase da glucose. A manutencao dos
niveis plasmaticos de glucose € um processo complexo que envolve varias vias
metabdlicas e é finamente regulado por mecanismos neuronais € hormonais, os quais
promovem o equilibrio entre a taxa de entrada de glucose na circulacdo sanguinea e a

taxa de captacdo pelos tecidos. Deficiéncias nalguns destes mecanismos regulatorios

induzem graves alteracoes fisiopatologicas que afectam a glicémia e,

' 0s glicidos sao também denominados de glicidos, oses, aclcares ou hidratos de carbono. O facto de a
maioria dos glicidos apresentarem a férmula quimica C,(H;0),, levou a que estes compostos fossem
designados por hidratos de carbono. No entanto, alguns glicidos, como a fucose (C¢H1405) ou a
desoxirribose (CsH1004), Nndo apresentam aquela formula geral; por conseguinte, a designacdo hidrato de
carbono nao é tao abrangente, tendo vindo a cair em desuso (Coimbra e Delgadillo, 1997; Weill, 2000).

2 Adicionalmente, os glicidos podem ter um papel estrutural, caso da celulose ou da quitina, ou
desempenhar fungoes de sinalizacdo, como é o caso das gl1coprote1nas e dos glicolipidos.

3 0 glicogénio é o polissacarido de armazenamento por exceléncia. E um polimero de glucose que esta
presente principalmente no figado e no musculo esquelético, onde, em condicbes de escassez (por
exemplo, jejum) é degradado para formar glucose, a qual pode ser libertada para o sangue (do figado)
para colmatar as necessidades energéticas dos tecidos periféricos (Bollen et al., 1998).
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consequentemente, o aporte de glucose para as células, modificando todo metabolismo
celular.

A diabetes mellitus é a doenca mais conhecida associada a alteracdes da
homeostase da glucose e da glicémia. Nesta patologia, os mecanismos que regulam a
entrada e saida de glucose da circulacdao sanguinea sofrem profundas alteracoes,

resultando numa hiperglicémia marcada, a imagem de marca da diabetes mellitus.

Nesta seccdo, abordar-se-ao as principais vias metabdlicas envolvidas na
homeostase da glucose e sua regulacdo, bem como os mecanismos de captacao celular

de glucose.

1.1.1. DIGESTAO E ABSORCAO DE GLUCOSE

A glucose em circulacao provém da producao endogena (pelo figado ou pelo rim)
ou da absorcao gastrointestinal, apos a digestdao de uma refeicao.

Através do processo de digestao, que ocorre predominantemente no intestino, os
glicidos mais complexos sdo hidrolisados a dissacaridos e/ou monossacaridos, como a
glucose, galactose e frutose, de modo a permitir a sua absorcao.

A absorcao destes monossacaridos do lumen intestinal ndo € um processo de
difusdo simples. A frutose é transportada através da membrana apical do enteroécito por
difusao facilitada (via transportador de glucose GLUT5), ao passo que a glucose e a
galactose sao co-transportadas com sodio pelo transportador de glucose dependente do
sodio 1 (SGLT1) - ver seccao 1.1.2. Posteriormente, a passagem da glucose e restantes
monossacaridos para os capilares através da membrana basolateral faz-se por difusdo

facilitada através dos transportadores GLUT2.
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1.1.2. APORTE CELULAR DE GLUCOSE - TRANSPORTADORES DE GLUCOSE

A glucose € um composto hidrofilico, pelo que nao difunde passivamente através
das membranas celulares. Portanto, os processos de aporte celular de glucose
dependem de proteinas transportadoras, especificas para determinados tecidos.

As proteinas transportadoras de glucose e outros aclcares podem dividir-se
estrutural e funcionalmente em dois grupos: transportadores de glucose dependentes do
sodio (SGLT) e transportadores de glucose facilitativos, independentes de sédio (GLUT,
vulgarmente denominados apenas como transportadores de glucose) (Wood e Trayhurn,

2003).

1.1.2.1. Transportadores de glucose dependentes do sédio (SGLT)

Estas proteinas transportam glucose ' contra gradiente, através de um processo
em que a glucose é co-transportada com sodio na proporcao 2:1. Este € um transporte
activo secundario, acoplado a uma bomba sodio-potassio ATPase intracelular. Existem
diversos tipos de SGLT, que diferem entre si fundamentalmente quanto a sua
localizacao, afinidade e capacidade de transporte.

O SGLT1 desempenha uma funcdo importante na absorcao da glucose; é um
transportador de elevada afinidade, presente na membrana apical do enterécito e no
tubulo renal proximal (células S3) (Wood e Trayhurn, 2003).

O SGLT2 tem baixa afinidade, elevada capacidade e elevada selectividade e
parece desempenhar um principal central na reabsorcao renal de glucose; esta presente

no tubulo renal proximal, onde cerca de 90 % da glucose é reabsorvida (Wood e

' 0s SGLT também transportam galactose, porém com uma afinidade diferente da glucose; a glucose e a
galactose competem entre si, o que se pode observar na absorcao intestinal, por exemplo.
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Trayhurn, 2003). A glucose nao reabsorvida pelo SGLT2 é-o pelo SGLT1 (Wood e
Trayhurn, 2003).

Um terceiro tipo de SGLT, o SGLT3 (originalmente denominado SAAT1), é um
transportador de glucose de baixa afinidade, presente no intestino delgado, tubulo
renal proximal e juncao neuromuscular do masculo esquelético (Schmidt et al., 2007).

O SGLT4, também identificado no intestino delgado e no rim, é um transportador
de baixa afinidade com a particularidade Unica de transportar manose com maior
eficiéncia do que a glucose, frutose ou a galactose (Tazawa et al., 2005).

Recentemente, alguns autores sugeriram a existéncia de outros dois isotipos de
SGLT (SGLT5 e 6), mas a sua estrutura e funcao nao foram ainda devidamente

caracterizadas (Zhao e Keating, 2007).

1.1.2.2. Transportadores de glucose facilitativos (GLUT)

Os transportadores de glucose facilitativos (GLUT) utilizam o gradiente de
glucose (e de outros monossacaridos) para promover a sua difusdo (transporte por
difusao facilitada).

Desde que o primeiro GLUT (GLUT1) foi descrito por Mueckler e colaboradores
em 1985 (Mueckler et al., 1985), outras 12 isoformas de GLUTs foram ja identificadas
(GLUT1-12 e HMIT, transportador de mio-inositol associado a H).

O GLUT1 parece ser ubiquo, tendo maior expressao no cérebro, incluindo
barreira hemato-encefalica, mas também no musculo esquelético, tecido adiposo e
figado em quantidades moderadas. E independente da insulina e é especifico para a
glucose (Wood e Trayhurn, 2003).

O GLUT2 também funciona de forma independente da insulina. Transporta
glucose e frutose, no entanto tem baixa afinidade para a glucose. O GLUT2 é expresso

principalmente no pancreas, onde desempenha a funcdo de sensor de glucose (células
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B-pancreaticas), que vai despoletar a secrecao de insulina (ver descricao na seccao
1.2.3). E também expresso nos hepatocitos (membrana sinusoidal), permitindo o
transporte bidireccional de glucose (ver figura 1.1), e, finalmente, no rim e no
enterdcito, onde permite o transporte de glucose e de frutose (Wood e Trayhurn, 2003).

O GLUT3 tem uma elevada afinidade para a glucose; actua de forma
independente da insulina, o que é particularmente Util em tecidos com elevada
necessidade de glucose, como € o caso do cérebro (Wood e Trayhurn, 2003).

A accdo do GLUT4 é insulinodependente. Esta presente maioritariamente no
musculo esquelético e tecido adiposo, mas também no cérebro e no coracao (Wood e
Trayhurn, 2003). A sua accao no musculo esquelético e no tecido adiposo parece ser
responsavel pela atenuacao dos niveis plasmaticos de glucose no estado poés-prandial,
uma vez que aqueles tecidos sao os maiores responsaveis pela captacao da glucose em
circulacao (Kemmer et al., 1979; DeFronzo et al., 1981; Scheen et al., 1994). A insulina
libertada no estado pos-prandial vai estimular as células-alvo, induzindo a translocacao
de vesiculas de GLUT4 para a membrana plasmatica e facilitando o aporte de glucose
(uma descricao mais detalhada deste processo é apresentada na seccao 1.2.4).
Deficiéncias nos GLUT4 do musculo esquelético em condicdes de obesidade tém sido
associadas a insulinorresisténcia. Este aspecto sera discutido no capitulo 6.

Como ja se referiu, os transportadores GLUT5 sdo expressos nas membranas
basolaterais dos enterocitos, onde facilitam a passagem de glucose (baixa afinidade) e
de frutose para a corrente sanguinea; também estao presentes no testiculo, rim e em
menores quantidades no musculo esquelético e tecido adiposo. Estes transportadores
nao sao dependentes da insulina (Wood e Trayhurn, 2003).

Os conhecimentos acerca dos restantes GLUTs sao ainda escassos. As principais

caracteristicas descritas dos GLUTs sdo apresentadas na tabela I.
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Tabela | - Isoformas dos transportadores de glucose facilitativos (GLUT). HMIT, transportador de
mio-inositol associado ao H'. nd, ndo determinado. Adaptada de Wood e Trayhurn, 2003 e de
Zhao e Keating, 2007.

ISOFORMA  LOCALIZACAO DEPENDENTE MOLECULA(S)
DA INSULINA ? TRANSPORTADA(S)
GLUT1 Cérebro, eritrocitos Nao Glucose
GLUT2 Pancreas, figado, intestino, rim Nao Glucose (baixa
afinidade) e frutose
GLUT3 Cérebro Nao Glucose (elevada
afinidade)
GLUT4 Musculo esquelético, tecido Sim Glucose (elevada
adiposo, coracao, cérebro afinidade)
GLUT5 Intestino, testiculo, rim Nao Glucose (baixa
afinidade) e frutose
GLUT6 Cérebro, baco, leucdcitos Nao Glucose
GLUT?7 Intestino, testiculo e prostata (?) nd Glucose e frutose
(Cheeseman, 2008)
GLUT8 Testiculo, cérebro, adipocitos, Nao (Sim, em Glucose e outras
outros tecidos blastocitos)  hexoses (Schmidt et
al., 2009)
GLUT9 Figado, rim Nao nd
GLUT10  Figado, pancreas Nao Glucose
GLUT11 Coracao, musculo esquelético Nao Glucose (baixa
afinidade) e frutose
GLUT12 Coracao, prostata, musculo Sim nd
esquelético, intestino delgado,
tecido adiposo
HMIT Cérebro nd H*-mio-inositol
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1.1.3. METABOLISMO FISIOLOGICO DA GLUCOSE

Nesta seccdo, pretende-se rever sumariamente o metabolismo glicidico, em

particular da glucose, isto €, as vias envolvidas na producao ou catabolismo da glucose,

em situacoes fisioldgicas. A figura 1.1 apresenta alguns destinos metabdlicos da glucose.

dieta

v 1
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glucose4$_l ® ) 4
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@ Inibicao w  extracelular
G—) Activacao

Figura 1.1: Destinos metaboélicos da glucose (no hepatocito). Destacam-se a glicolise (a preto) e a
glicogénese (a verde), estimuladas pela insulina no estado pos-prandial; a glicogenolise e a gluconeogénese
(a vermelho), estimuladas pela glucagina (entre outras) no periodo poés-absortivo/jejum. Entre paréntesis
indicam-se alguns enzimas chave dessas vias. cAMP, 3,5 -monofosfato de adenosina ciclico; P, grupo
fosfato; ciclo TCA, ciclo dos acidos tricarboxilicos, também conhecido como ciclo de Krebs ou ciclo do acido

citrico.
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Apds a sua captacao pelas células, a glucose é imediatamente fosforilada a 6-
fosfato de glucose pelo glucocinase ', podendo ter varios destinos ou vias metabdlicas,
as quais sao reguladas, isto é, activadas ou inibidas, em funcao de diversos factores, por

exemplo o estado prandial.

Como referido anteriormente, as taxas de fluxo de glucose de e para a
circulacao sanguinea devem ser idénticas. Uma das alteracoes fisiologicas que afectam

este equilibrio é o estado prandial.

1.1.3.1. Metabolismo da glucose no estado de jejum

No estado pos-absortivo, o organismo consome glucose ao ritmo a que esta é
produzida, sendo que 70 % dessa glucose é captada pelos tecidos de forma
independente da insulina, dos quais o cérebro é o maior consumidor (50-60 %)
(Ferrannini e Groop, 1989). Apds um jejum nocturno (aproximadamente 8 h), a glucose
é produzida e libertada para a circulacao principalmente pelo figado (cerca de 95 % da
glucose) e pelo rim (cerca de 5 %) (Ekberg et al., 1999) 2. Ambos os orgdos sintetizam
glucose a partir de precursores nao glicidicos (gluconeogénese), mas apenas o figado é
capaz de degradar glicogénio (glicogendlise). *

Assim, na transicao do estado pds-prandial para o estado de jejum (periodo pos-
absortivo) a euglicémia é mantida quase exclusivamente pela producao hepatica de
glucose (Ekberg et al., 1999), sendo que, no estado de jejum, a glucose produzida e

libertada pelo figado provém maioritariamente (-80 %) da degradacdao de glicogénio

' Ambos os enzimas glucocinase e hexocinase catalisam a fosforilacdo da glucose; contudo, o glucocinase
tem menor afinidade, pelo que a sua actividade vai aumentando com o aumento da concentracao de
glucose (Bollen et al., 1998).

2 De acordo com estes estudos (Ekberg et al., 1999), a contribuicdo renal no estado de jejum é
virtualmente nula (-5 % do efluxo total de glucose), pelo que o figado assegura a quase totalidade da
glucose produzida e libertada para a circulacao

3 Via metabélica também designada por neoglucogénese ou neoglicogénese.
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(Wahren et al., 1972) - glicogendlise hepatica (figura 1.1). Com efeito, numa situacao
de jejum, o 6-fosfato de glucose resultante da glicogenolise hepatica é hidrolisado pelo
enzima glucose-6-fosfatase ', formando-se glucose livre, a qual pode ser exportada para
a circulacao sanguinea (efluxo ou output hepatico de glucose) (figura 1.1).

A glicogendlise hepatica apenas assegura as necessidades de glucose periférica
(glicémia) durante um intervalo de tempo limitado, ou seja, enquanto a quantidade de
glicogénio armazenado assim o permitir. No ser humano, as reservas de glicogénio
hepatico ficam praticamente esgotadas ao fim de 12 a 18 h de jejum (Coimbra e
Delgadillo, 1997), sendo que em ratos esse glicogénio diminui significativamente apos 24
h de jejum (Ercan et al., 1994; Sumida et al., 2002). Apos esse periodo, a producao de
glucose faz-se essencialmente a partir de precursores nao glicidicos - gluconeogénese
(Sumida et al., 2002).

A gluconeogénese, realizada pelo figado e pelo rim ? com o intuito de manter a
euglicémia, utiliza substratos que se podem dividir em dois grupos: (i) precursores da
sintese de novo de glucose, como é o caso do propionato e de certos aminoacidos,
nomedamente a alanina (figado) e glutamina (rim) *; e (ii) substratos gluconeogénicos
que foram formados a partir de glucose, como o lactato, o piruvato e o glicerol.

O lactato proveniente do musculo é o principal precursor nao glicidico da
glucose; pode ser transportado até ao figado, onde é convertido em piruvato (lactato
desidrogenase) para sintese de glucose - ciclo de Cori (figura 1.1). O ciclo de Cori é

particularmente importante em situacées de esforco fisico prolongado e/ou em

' 0 enzima glucose-6-fosfatase ndo estd presente no musculo, pelo que ndo ocorre efluxo de glucose
muscular. Desta forma, a glicogendlise muscular ndo afecta a glicémia de forma directa. O glicogénio
muscular é utilizado para obtencao de energia para o proprio miocito, pelo que normalmente o 6-fosfato
de glucose obtido através da glicogenolise segue a via glicolitica, originando piruvato, o qual é depois
oxidado em condicdes de aerobiose, ou lactato, em condicoes de anaerobiose.

2 Recorde-se que no estado poés-absortivo, a contribuicio renal para a entrada de glucose em circulacéo é
apenas cerca de 5 % do total; no entanto, em situacdo de jejum prolongado (>60 h), essa contribuicao
renal pode chegar aos 20-25 % (Ekberg et al., 1999).

3 A obtencao de glucose a partir de aminoacidos apenas ocorre em situacdes extremas, pelo que sera menos
relevante no contexto desta dissertacao.
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condicoes de anaerobiose no musculo. O préprio lactato deriva da glucose (~80 %), nao
sendo por isso um precursor da sintese de novo de glucose.

O glicerol e os triacilglicerois sdo sintetizados no tecido adiposo, também a
partir da glucose sanguinea, pelo que também n&o sao precursores da sintese de novo.
Os triacilgliceroéis podem sofrer hidrolise, libertando glicerol, o qual nao é utilizado pelo
adipocito, mas é transportado até ao figado ou rim, onde é convertido em 3-fosfato de
glicerol (glicerol cinase) para seguir a via gluconeogénica (figura 1.1).

A energia necessaria para a gluconeogénese provém da oxidacao de acidos

gordos.

1.1.3.2. Metabolismo da glucose no estado poés-prandial

A glucose obtida a partir da digestdao de uma refeicao destina-se principalmente
a producdo de energia através da via glicolitica, principalmente no musculo, e a
sintese/armazenamento de glicogénio, tanto no misculo como no figado - glicogénese.
Assim, no estado pos-prandial, ocorre inibicao do efluxo hepatico de glucose e um
aumento da captacao de glucose, particularmente pelo musculo esquelético.

A glicogénese ocorre rapidamente no figado e musculo, apds uma refeicao. Com
efeito, em ratos saudaveis submetidos a 24 h de jejum, esta descrito que a reposicao
dos niveis de glicogénio hepatico esta completa ao fim de menos de 4 h e, apenas 20
min apés a administracdo de glucose, a actividade do enzima glicogénio sintase
(regulador da sintese de glicogénio) é maxima (Ercan et al., 1994; Niewoehner e
Nuttall, 1995).

A glicolise é a principal e mais abundante via do metabolismo da glucose,
ocorrendo no citoplasma de todas as células. Leva a formacao de piruvato, que penetra
no mitocondrio e entra no ciclo dos acidos tricarboxilicos, gerando equivalentes

redutores necessarios para a cadeia respiratoria e fosforilacao oxidativa (figura 1.1). A
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glicolise esta mais activa quando o seu principal substrato, a glucose, esta em maior
concentracao, isto €, no estado pos-prandial.

Adicionalmente, o aumento dos niveis de glucose que ocorre apods ingestdo de
uma refeicdo e leva a uma maior actividade da glicélise, activa também a via dos
fosfatos de pentose, também conhecida como via das fosfopentoses ou shunt dos
monofosfatos de hexose, particularmente relevante no figado. Com efeito, no estado
pos-prandial ha activacdo dos enzimas 6-fosfato de glucose desidrogenase e 6-
fosfogluconato desidrogenase, enzimas-chave na regulacao desta via e que catalisam a
reducdo do fosfato de dinucleétido de adenina e nicotinamida (de NADP" a NADPH);
assim, no estado pos-prandial os niveis de NADPH aumentam. O NADPH é essencial na
regulacao do estado redox intracelular, em particular através da reducao de glutationo
(GSSG, glutationo oxidado; GSH, glutationo reduzido) ', numa reaccéo catalisada pelo
glutationo redutase e da qual o NADPH é coenzima. E importante referir este aspecto,
porque o GSH, cuja concentracao hepatica também se observou estar aumentada apods
uma refeicao (Tateishi et al., 1977; Guarino et al., 2003), parece também ser essencial

para a accao da insulina no estado pos-prandial.

Assim, o metabolismo fisiologico da glucose pode, de uma forma geral, ser
dividido em duas fases, de acordo com o estado prandial: apds uma refeicao (pos-
prandial), para além da activacdo da glicolise, ocorre a reposicdo dos niveis de
glicogénio hepatico (principalmente) através do aumento da sua sintese; por outro lado,
no periodo pos-absortivo e de jejum, a obtencao de glucose para fazer face as
necessidades dos tecidos periféricos provém da glicogenolise hepatica e, mais tarde, da

gluconeogénese.

' 0 glutationo, tripéptido L-y-glutamilo-L-cisteinilo-glicina, designa-se por GSH ou por GSSG, consoante se
encontra na forma reduzida ou oxidada, respectivamente.
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A regulacao destas vias € um processo algo complexo no qual intervém varios
agentes, principalmente de origem hormonal ou neuronal, os quais serao discutidos na

seccao seguinte.

1.1.4. REGULAGAO DO METABOLISMO FISIOLOGICO DA GLUCOSE

A regulacdao do metabolismo da glucose é feita basicamente a dois niveis:
producao e libertacao de glucose pelo figado; e captacdo de glucose pelos tecidos
periféricos. Para este processo de regulacdo contribuem diversos factores,
nomeadamente de origem hormonal (insulina, glucagina e somatostatina, por exemplo)
ou neuronal (sistema nervoso auténomo).

No estado de jejum, em que é necessario um maior efluxo de glucose hepatica, a
glicogendlise e a gluconeogénese sdao activadas, principalmente através da accao da
glucagina e catecolaminas (adrenalina e noradrenalina). Por outro lado, apds uma
refeicao é necessario atenuar a hiperglicémia pos-prandial, pelo que ha reducdo do
efluxo de glucose hepatica e aumento do aporte periférico de glucose, em particular
pelo mulsculo esquelético, o que € conseguido pela propria concentracao de glucose,
mas principalmente por ac¢ao da insulina.

0 esquema da figura 1.2 da pagina seguinte resume alguns efeitos dos principais

intervenientes neuro-hormonais na regulacao do metabolismo fisioldgico da glucose.
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Figura 1.2: Efeitos da insulina, glucagina, catecolaminas e glucose no metabolismo glicidico, em fungao
do estado prandial. A verde e a vermelho indicam-se os efeitos mais relevantes no estado pos-prandial e
em jejum, respectivamente. Para além da dieta, a glucose plasmatica provém principalmente do figado,
pelo que apenas se considerou o efluxo de glucose hepatica. Por outro lado, considerou-se apenas o aporte
de glucose pelos tecidos periféricos insulinodependentes, embora o aumento da concentracao plasmatica
de glucose aumente o afluxo celular da propria glucose. cAMP, 3,5 -monofosfato de adenosina ciclico.
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Insulina

A insulina, sendo a hormona da abunddncia, promove o armazenamento de
nutrientes e inibe a mobilizacao de substratos endogenos (Genuth, 1998). Com efeito, a
insulina estimula a oxidacao (glicélise) e armazenamento da glucose (glicogénese),
tanto no musculo como no figado, ao mesmo tempo que inibe a producdo hepatica de
glucose (glicogenolise e gluconeogénese) (figura 1.2).

No figado, a insulina activa o enzima glucocinase, que catalisa a conversao da
glucose em 6-fosfato de glucose, o qual é armazenado sob a forma de glicogénio, por
accao do glicogénio sintase, que também ¢é activado pela insulina. A insulina também
estimula a oxidacao da glucose por activacao dos enzimas fosfofrutocinase e piruvato
cinase (glicdlise). A inibicao da glicogenodlise pela insulina ocorre por inibicao dos
enzimas glicogénio fosforilase e glucose-6-fosfatase (figura 1.1). Para além disso, a
insulina também inibe a gluconeogénese, o que parece ser conseguido por diminuicao
do cAMP (37,5 -monofosfato de adenosina ciclico), efector positivo do proteina cinase A
(cAMP-dependente, PKA) e activador da gluconeogénese (figuras 1.1 e 1.2).

Adicionalmente, a insulina libertada pelas células B-pancreaticas vai impedir a
secrecao de glucagina pelas células o-pancredticas, o que também inibe a
gluconeogénese, ja que a actividade desta via é ditada em grande medida pela razdo
glucagina/insulina.

No tecido adiposo, a insulina estimula a captacao de glucose, induzindo a
translocacao de GLUT4. Para além disso, a insulina ainda inibe a oxidacao de acidos
gordos e estimula o seu armazenamento sob a forma de triacilgligerdis, o que também
parece ser mediado por uma diminuicdo dos niveis de cAMP. Esta accao sobre o
metabolismo dos acidos gordos permite a utilizacdo da glucose como substrato
energético primario e impede de forma indirecta a gluconeogénese hepatica (Bergman,

2000) (figura 1.1).
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Finalmente, no musculo esquelético, a insulina induz a sintese e inibe a
degradacao proteica, o que, tal como no caso do tecido adiposo, também reduz a
quantidade de aminoacidos glucogénicos disponiveis para a gluconeogénese. No
entanto, ao nivel do misculo esquelético, a principal accao da insulina é promover a
captacao de glucose através da translocacdo dos GLUT4 (seccdo 1.2.4) e estimular a
glicogénese, bem como a glicolise. Estas accoes da insulina sdao extremamente
importantes, uma vez que o musculo esquelético é o tecido responsavel pela captacao
de maior quantidade de glucose (Kemmer et al., 1979; DeFronzo et al., 1981; Scheen et
al., 1994), o que significa que o efeito hipoglicemiante da insulina se deve
principalmente a captacao de glucose pelas células do mUsculo.

A accao periférica hipoglicemiante da insulina € um aspecto central da presente

dissertacao e sera por isso abordada com mais detalhe nas seccoes seguintes.

Glucagina

Em quase todos os aspectos, as accoes da glucagina, libertada pelas células o
dos ilhéus de Langerhans do pancreas, opdem-se as da insulina (figura 1.2). E, talvez
por isso, a principal hormona contra-reguladora.

Os efeitos dominantes desta hormona sao exercidos no figado. A glucagina actua
sobre o sistema proteinas G-adenilato ciclase, o que eleva os niveis de cAMP e activa o
enzima glicogénio fosforilase, estimulando a glicogendlise (figuras 1.1 e 1.2).
Adicionalmente, a fosforilacao do fosfofrutocinase e do piruvato cinase diminui a taxa
de oxidacao da glucose e favorece a gluconeogénese (figura 1.1).

Apesar de a glucagina ser o principal estimulador da gluconeogénese, tem sido
observado que o destino e fluxo de substratos sao determinados em grande medida pela
razao insulina/glucagina (Genuth, 1998). No estado de jejum observa-se uma reducao

desta razao, devido ao aumento da secrecao de glucagina e diminuicao da secrecao de
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insulina; ap6s uma refeicao mista, quando o armazenamento é vantajoso, a razao

insulina/glucagina aumenta consideravelmente (Genuth, 1998).

Somatostatina

A somatostatina é secretada pelas células d-pancreaticas (ilhéus de Langerhans),
em resposta a glucose, aminoacidos e acidos gordos livres. Esta hormona inibe a
secrecdo de insulina e de glucagina '. A somatostatina também inibe a taxa de absorcéo
de diversos nutrientes do tracto gastrointestinal, como a glucose, xilose e

triacilglicerdis, através da inibicdo da motilidade gastrica e duodenal.

Outras hormonas (contra-reguladoras)

QOutras hormonas contra-reguladoras, como o cortisol ou a hormona de
crescimento, activam a gluconeogénese essencialmente através do aumento da
expressao dos enzimas gluconeogénicos e do aporte hepatico de substratos
gluconeogénicos. A secrecao destas hormonas esta aumentada em condicoes de stress
fisiologico, nomeadamente hipoglicémia, situacdo que requer uma rapida mobilizacao

de glucose para repor a euglicémia, contrabalancando assim as accoes da insulina.

" A insulina, glucagina e somatostatina exercem accdes autdcrinas e paracrinas importantes na regulacdo da
sua secrecdo, para o que a anatomia dos ilhéus de Langerhans também contribui. A perfusdo vascular
celular faz-se do centro (células B) para a periferia do ilhéu, na ordem células p — a — §, facilitando a
regulacao que aquelas hormonas exercem umas sobre as outras: a insulina (células B) inibe a secrecao de
glucagina (células o)), a qual estimula a secrecao de somatostatina (células 8) e de insulina; a insulina e a
somatostatina inibem-se mutuamente (Samols et al., 1988). Para além da insulina, glucagina e
somatostatina, o pancreas secreta também o polipéptido pancreatico das células PP. A sua funcao nao é
ainda muito clara, embora pareca inibir as secrecdes exocrinas do pancreas. Este polipéptido é secretado
em resposta a ingestao de uma refeicao ou durante hipoglicémia (Genuth, 1998).
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Catecolaminas e sistema nervoso auténomo

As catecolaminas, provenientes da medula supra-renal ou dos terminais das
fibras nervosas simpaticas, que inervam directamente o pancreas e o figado, tém um
papel contra-regulador relativamente a accao da insulina. No figado, as catecolaminas
vao induzir aumento da concentracao de cAMP e assim activar a gluconeogénese e a
glicogendlise, aumentando a glicémia (Yamaguchi, 1992). Para além disso, as
catecolaminas (noradrenalina, principalmente) inibem a secrecao de insulina e
estimulam a secrecao de glucagina, por activacao dos receptores adrenérgicos o, (Havel
et al., 1994). O mecanismo de resposta do sistema nervoso simpatico € normalmente
activado em condicdes de stress, em que é requerida uma resposta hiperglicemiante.

O papel do sistema nervoso parassimpatico na homeostase da glucose tem sido
menos estudado. Apesar disso, esta descrito que a estimulacdo vagal leva a uma
activacao do glicogénio sintase (glicogénese) (Shimazu, 1971). Adicionalmente,
observou-se que a estimulacao eléctrica selectiva das fibras parassimpaticas hepaticas
reduz significativamente o efluxo de glucose hepatica (Lautt e Wong, 1978a), efeito
esse que é bloqueado por antagonismo colinérgico muscarinico (Gardemann e
Jungermann, 1986). Assim, os nervos parassimpaticos hepaticos parecem desempenhar
um papel hepatico semelhante ao da insulina na inibicao do efluxo de glucose hepatica.

O envolvimento do sistema nervoso auténomo na homeostase da glucose e em
particular na accao periférica da insulina sera abordado em maior detalhe na seccao

1.3.
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1.2. PAPEL DA INSULINA NA HOMEOSTASE DA GLUCOSE

Varias hormonas contribuem para a homeostase da glicémia, mas no estado pos-
prandial a insulina tem sido vista como o principal actor, pelo que é relevante abordar a

estrutura e os mecanismos de sintese, secrecao e accao desta hormona.

1.2.1. ESTRUTURA DA INSULINA

A insulina (5.5 kDa) é constituida por duas cadeias polipeptidicas, a cadeia A (21
residuos de aminoacidos) e a cadeia B (30 residuos de aminoacidos), ligadas entre si por
duas ligacoes persulfureto (S-S), entre os residuos de cisteina A7-B7 e A20-B19. Possui
ainda uma ligacao persulfureto intracadeia A (entre os residuos de cisteina A6-A11).

Na figura 1.3 representa-se a estrutura da insulina.

Figura 1.3: Representacdo da estrutura da molécula de insulina e de proinsulina. As setas indicam os
pontos de clivagem para conversao da molécula de proinsulina (rosa+cinzento) em insulina (a rosa),
libertando o péptido C (de conexao). Neste exemplo, a molécula apresentada refere-se a insulina de porco.
Figura adaptada de Genuth, 1998.
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1.2.2. BIOSSINTESE E ARMAZENAMENTO DA INSULINA

A insulina é sintetizada nas células B dos ilhéus de Langerhans do pancreas,
inicialmente sob a forma de preproinsulina, um polipéptido de 11.5 kDa. A
preproinsulina é sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso e por accao de enzimas
proteoliticos é rapidamente clivada a proinsulina, um polipéptido de 9 kDa que contém
as cadeias A, B e C (figura 1.3). A cadeia C (31-35 residuos de aminoacidos) confere a
molécula a conformacao adequada para a formacao das trés ligacoes persulfureto, que
ocorre nesta fase (Granner, 2003). A proinsulina é, entdo, transportada para o aparelho
de Golgi, onde é empacotada. A conversao de proinsulina em insulina é iniciada ainda
no aparelho de Golgi e termina cerca de 2 h depois nos granulos secretores, por accao

de um enzima carboxipeptidase e de dois endopeptidases (pro-hormona convertases 2 e

65 3 )
)

3), libertando-se dois dipéptidos (lisina64-arginina e arginina 1-arginina e o péptido
C (31 residuos de aminoacidos) (Granner, 2003).

A insulina encontra-se em circulacao principalmente sob a forma de mondémero,
no entanto € armazenada durante horas ou dias na célula B (granulos secretores),
maioritariamente como complexo hexamérico de zinco, formado por 3 dimeros de
insulina que se conjugam com 2 atomos de zinco (Dunn, 2005). Os granulos secretores
maduros contém ainda péptido C, magnésio e calcio em elevadas concentracoes. A
insulina é libertada por exocitose, acompanhada pelo péptido C em quantidades
equimolares.

A biossintese da (pro)insulina € regulada essencialmente por variacoes agudas
das concentracdes extracelulares de glucose ou outros glicidos, sendo que o limiar para

a sintese é inferior ao limiar de secrecao da insulina, o que permite a manutencao das

reservas de insulina (Ashcroft et al., 1978).
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1.2.3. SECRECAO DA INSULINA

A secrecao da insulina envolve a translocacdao dos granulos secretores para a
membrana da célula B, seguida da sua libertacao, por exocitose.

A translocacao dos granulos secretores para a membrana da célula § parece ser
propulsionada por interaccao dos filamentos de actina e miosina, através de uma rede
microtubular (polimeros de tubulina). Este processo, de certa forma semelhante ao da
contraccao muscular, é dependente de ATP e da concentracao de calcio citoplasmatico,
o qual pode ser obtido a partir das reservas no reticulo endoplasmatico ou do meio
extracelular (Lang, 1999).

Apds a translocacao, os granulos secretores fundem-se com a membrana
plasmatica e libertam o seu conteldo para o espaco intersticial (exocitose), processo
que também requer elevadas concentracoes de calcio citoplasmatico.

A secrecao fisiologica da insulina é bifasica, como se pode ver na figura 1.4. Com
efeito, imediatamente apds a elevacao da concentracao de glucose, ocorre uma
secrecao de curta duracao (8 a 10 min) e independente de ATP (primeira fase da
secrecao); a segunda fase da secrecao de insulina decorre a uma taxa cerca de 10-200
vezes inferior a da primeira fase, é de maior duracao (figura 1.4) e depende de ATP
(Rorsman et al., 2000). A diferenca entre as duas fases da secrecao parece dever-se a
localizacdo dos granulos de insulina, mais perto (primeira fase) ou mais afastados
(segunda fase) do local de exocitose. Aquando da sua libertacdo na circulacao
sanguinea, a insulina passa de hexamero a monémero, por dissociacao do complexo com

o zinco (Dunn, 2005).
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Figura 1.4: Esquema representativo do padrao de secregdo da insulina. A insulina é secretada em duas
fases: numa primeira fase (8-10 min, a vermelho), a insulina é libertada em grandes quantidades; na
segunda fase (a azul), a libertacdo de insulina € mais lenta e requer ATP. Adaptada de Rorsman et al.,
2000.

Em suma, tanto a translocacdo como a exocitose dos granulos secretores
requerem uma elevacao dos niveis citoplasmaticos de calcio, o qual pode provir do meio
extracelular ou da mobilizacdo do calcio intracelular, armazenado no reticulo
endoplasmatico, para o citoplasma.

O calcio extracelular entra na célula B através de canais dependentes da
voltagem, abertos por despolarizacao da membrana, o que ocorre por dois mecanismos:
(i) aumento da razao ATP/ADP, que vai levar ao encerramento dos canais de potassio
sensiveis ao ATP (canais K,rp), impedindo a saida de ides potassio da célula e,
consequentemente, promovendo a despolarizacao da membrana (Newgard e McGarry,
1995; Lang, 1999; Wollheim, 2000); ou (ii) entrada de ides de carga positiva, como é o

caso dos aminoacidos arginina, lisina, histidina e alanina (co-transportada com ides
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sodio), alterando o potencial da membrana e induzindo a sua despolarizacao
(Newsholme et al., 2005).

A mobilizacao do calcio intracelular é normalmente estimulada por ligacao de
hormonas, péptidos e neurotransmissores a receptores acoplados a proteinas G, que
estimulam a sintese de cAMP, via adenilato ciclase, bem como de diacilglicerol (DAG) e
1,4,5-trifosfato de inositol (IP;), via fosfolipase C (PLC). O cAMP e o DAG aumentam a
sensibilidade do sistema de translocacao-exocitose para o calcio. O cAMP e o IP;
activam os enzimas proteina cinase A (PKA) e C (PKC), respectivamente, o que inibe o
armazenamento do calcio e induz a sua deslocacdo para o citoplasma (Lang, 1999). A
activacao do sistema de proteinas G pode ainda afectar o potencial de membrana
através do fecho ou abertura dos canais de calcio dependentes da voltagem, regulando

assim o afluxo de calcio (Lang, 1999).

Caracter pulsatil da secrecdo de insulina

O aumento da concentracdo de glucose estimula a secrecao de insulina através
de um processo que envolve a despolarizacdo da membrana da célula B-pancreatica.
Esta actividade eléctrica € um aspecto central da libertacdo de insulina e parece
conferir um caracter pulsatil a secrecao de insulina (Rorsman et al., 2000). A
pulsatilidade da libertacdao endégena de insulina foi demonstrada tanto em humanos
(Lang et al., 1979) como em animais (Chou et al., 1991). Adicionalmente, estudos em
que se comparou a administracao pulsatil com a administracdao continua de insulina,
revelaram que a insulina exdgena era mais eficaz quando administrada de forma
et al., 1989), ao bloqueio da producao de glucose hepatica (Paolisso et al., 1991) e a
sua accao hipoglicemiante, tanto no estado de jejum como no estado pos-prandial

(Matthews et al., 1983; Reid e Lautt, 2004; Grubert et al., 2005).
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Regulacado da secrecdo de insulina

A regulacado da secrecao de insulina é efectuada por varios factores ou agentes
metabolicos, hormonais ou neuronais, que actuam sobre a célula B, estimulando-a
(secretagogos) ou inibindo-a (inibidores). Os secretagogos podem ser divididos em
iniciadores, se induzem a secrecao de insulina na auséncia de glucose, como é o caso da
leucina e da arginina; e em potenciadores, se requerem a presenca de glucose ou outro
iniciador. A glucose é o principal iniciador da secrecao de insulina e a concentracao
plasmatica de glucose o seu principal modulador.

A glucose entra na célula B através dos GLUT2, é fosforilada pelo enzima
glucocinase e a sua metabolizacao gera ATP, aumentando a razao ATP/ADP, o que vai
fechar os canais Karp, impedindo o efluxo de ides potassio, o que induz a despolarizacao
da membrana e a abertura dos canais de calcio dependentes da voltagem, permitindo o
afluxo de calcio (Newgard e McGarry, 1995; Lang, 1999; Wollheim, 2000). O aumento do
calcio citoplasmatico e do ATP disponivel estimulam a translocacao e subsequente
exocitose dos granulos secretores (Wollheim, 2000), libertando a insulina, o péptido C e
os restantes ides armazenados nos granulos.

A insulina libertada exerce uma retroaccao negativa sobre a célula B (accao
autocrina), através da abertura dos canais Karp. A noradrenalina inibe a secrecao de
insulina por um mecanismo semelhante a este (Lang, 1999).

A glucagina e o GLP-1 (glucagon-like peptide 1) activam o adenilato ciclase,
enquanto a colecistocinina, vasopressina, acetilcolina e arginina estimulam a PLC,
potenciando em ambos os casos a secrecao de insulina (Lang, 1999). A somatostatina
inibe a secrecao da insulina, através da inibicao da sintese de cAMP via proteinas G, o
que impede a mobilizacao do calcio intracelular, induz a hiperpolarizacao da membrana

e bloqueia o afluxo de calcio extracelular (Nilsson et al., 1989).
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A entrada de aminoacidos carregados positivamente (por exemplo, a arginina
promove directamente a despolarizacao da membrana; a leucina induz o encerramento

dos canais Karp, estimulando assim a secrecao de insulina (Ashcroft et al., 1978).

Incretinas

A ingestao de glicidos (glucose) origina a libertacdo de substancias (hormonas) da
mucosa intestinal, que vao aumentar a secrecao de insulina, para além da causada pela
absorcao de glucose per se (Mcintyre et al., 1965). Estas hormonas sao designadas
globalmente por incretinas. Estdao descritas duas incretinas: o GIP (péptido
insulinotropico dependente da glucose) e o GLP-1.

O GIP é sintetizado no duodeno (células K) e a sua secrecao é inibida pela
propria insulina. Tem um baixo efeito hipoglicemiante directo, mas ap6s uma refeicao
estimula a secrecao de insulina; no entanto, em jejum nao tem qualquer efeito
insulinotropico (Meier e Nauck, 2004). O GIP nao parece afectar o metabolismo lipidico
de forma significativa, embora alguns autores sugiram que estimula a lipogénese (Oben
et al., 1991; Yip e Goodman, 1999) e pareca estar aumentado em condicdes de
obesidade (Oben et al., 1991; Yip e Goodman, 1999).

O GLP-1 é sintetizado na porcédo distal do intestino (células L), nas células o-
pancreaticas e no cérebro (Holst, 1999). O GLP-1 estimula a secrecao de insulina
dependente da glucose (Nathan et al., 1992), e administrado ap6s uma refeicao previne
0 aumento da glicémia (Nathan et al., 1992), potenciando a accdo da insulina em varios

tecidos, incluindo o mUsculo esquelético (O'Harte et al., 1997).
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1.2.4. MECANISMO DE ACGAO DA INSULINA NA CAPTAGAO PERIFERICA DE GLUCOSE

- TRANSDUCAO DE SINAL

A insulina é considerada a mais potente hormona anabolica (Saltiel e Pessin,
2002) e a sua accao a nivel celular é caracterizada por diversos efeitos, o que sugere o
envolvimento de multiplas vias de sinalizacao a partir da ligacao ao seu receptor. Nesta
seccao, serao abordadas as principais vias de transducao de sinal da insulina envolvidas
na translocacdo de GLUT4 para aporte de glucose, em particular no musculo
esquelético, que ¢é responsavel por cerca de 75 % do aporte de glucose

insulinodependente (Saltiel e Kahn, 2001).

1.2.4.1. Estrutura e funcdo do receptor de insulina

O receptor de insulina esta virtualmente presente em todos os tecidos de vertebrados,
embora expresso em diferentes concentracdes (White e Kahn, 1994) '. Na figura 1.5
representa-se o receptor da insulina e os seus principais dominios. E um
heterotetramero composto por duas subunidades o e duas subunidades B (a;f,), com
radicais hidrocarbonados complexos N-terminais com acidos sialicos (White, 1997).

A estrutura do receptor de insulina é estabilizada por 3 ligacoes persulfureto que
ligam as subunidades o entre si e a cada uma das subunidades B (White, 1997). As
subunidades o estdao localizadas inteiramente no exterior da célula, enquanto as

subunidades B possuem uma regiao transmembranar e outra intracelular (White, 1997).

' Existem duas isoformas de receptores de insulina, tipo A e tipo B, que diferem entre si pela presenca de
uma sequéncia de 12 residuos de aminoacidos entre as posicoes 716 e 717 das cadeias o da isoforma A
(Lawrence et al., 2007). O tipo B é altamente especifico para a insulina e predomina nos principais
tecidos-alvo da accéo da insulina, tais como figado, mulsculo e adipocitos (Mosthaf et al., 1990). O tipo A
promove a ligacao do IGF-2 (insulin-like growth factor 2) em detrimento da ligacao da insulina e existe
em muitos tecidos fetais, sistema nervoso central e células hematopoiéticas (Mosthaf et al., 1990);
doentes com acumulacdo de receptores tipo A no musculo esquelético parecem desenvolver
insulinorresisténcia (Savkur et al., 2001).
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A activacdo do receptor da-se por ligacao da insulina a subunidade o, o que
induz a disrupcao do dimero o (White, 1997). Embora existam duas regides de ligacao
ao receptor (no dimero o - figura 1.5), apenas uma molécula de insulina se liga com
elevada afinidade, apresentando uma cooperatividade negativa para concentracées de
insulina abaixo de 0.1 pumol/dm’® (De Meyts, 1994). Esta forma de activacido pouco
comum parece permitir que moléculas de pequenas dimensdes possam interagir com o
receptor de insulina em locais distintos dos dominios de activacao pela insulina (Zhang

et al., 1999).
[- @ insulina

Dominio transmembranar

Dominio regulatdrio
(actividade tyr cinase)

Dominio C-terminal

Figura 1.5: Representacao do receptor da insulina. Destacam-se os dominios de ligacdo a insulina, nas
subunidades o, e as regides intracelulares das subunidades [ onde ocorre a ligacao de trifosfato de
adenosina (ATP) e a fosforilacdo dos residuos de tirosina (dominio regulatorio). o, subunidade o; B,
subunidade B; Cys, residuo de cisteina; -S-S-, ligacao persulfureto; Tyr, residuo de tirosina; Lys, residuo de
lisina. @, activacao.
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A ligacdo da insulina induz a actividade de tirosina cinase num dominio
intracelular da subunidade B, promovendo a fosforilacdo dos residuos de tirosina do
1

proprio receptor (autofosforilacao) Aquando da ligacdo da insulina, a regiao de

activacao sofre alteracdes conformacionais que permitem a ligacao de ATP,

favorecendo a fosforilacao inicial do residuo de tirosina''®

e subsequentemente dos
restantes residuos de tirosina da regiao de activacao do receptor (White, 1997). Quando
a insulina ndo esta ligada, a subunidade « livre inibe a actividade de tirosina cinase da
subunidade B (White e Kahn, 1994; Saltiel e Kahn, 2001). A actividade de tirosina cinase
do receptor da insulina vai permitir a fosforilacdo de multiplos residuos de tirosina de
proteinas envolvidas na cascata de sinalizacao (White et al., 2002).

Apds a ligacao da insulina e activacao do receptor, o complexo receptor-insulina

€ internalizado e incorporado em endossomas ainda na forma activa, o que facilita a

ligacao dos substratos citoplasmaticos (Carpentier et al., 1993).

1.2.4.2. Vias de sinalizacado da insulina envolvidas

no aporte de glucose

Existem varios substratos intracelulares que sao fosforilados pela actividade
cinase do receptor da insulina 2, sendo que esta descrito que o APS, Cbl e as proteinas
IRS (substratos do receptor de insulina) estdao envolvidos no aporte de glucose através
da translocacdo de GLUT4. A figura 1.6 resume as vias de sinalizacdo da insulina que

envolvem estes substratos e conduzem a translocacao dos GLUT4 e aporte de glucose.

' A autofosforilacdo pode ocorrer em 7 residuos de tirosina, localizados em 3 regides distintas da
subunidade p com actividade de tirosina cinase (justamembranar, regulatoria ou de activacao e terminal
carboxilo) (White e Kahn, 1994), mas parece iniciar-se com a fosforilacio do residuo de tirosina''®? da
regido de activacao (White, 1997) (ver figura 1.5).

2 Substratos conhecidos do receptor de insulina: Gab1, p60°*, APS, isoformas da Shc, Cbl e as proteinas da
familia IRS (substratos do receptor de insulina). Muitos destes substratos sdo comuns aos receptores da
insulina e do IGF-1, mas a especificidade de recrutamento e fosforilacdo dos substratos asseguram que a
sinalizacao dos receptores da insulina e do IGF-1 seja devidamente controlada (Chang et al., 2004).
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Figura 1.6: Principais vias de transducdo de sinal da insulina para o aporte de glucose através de
transportadores de glucose 4 (GLUT4). Foi utilizado como exemplo o substrato do receptor da insulina-1
(IRS-1) por ser a proteina mais comum da familia IRS. Tyr, residuo de tirosina; PI3K, 3-fosfatidilinositol
cinase; PI3P, 3-fosfato de fosfatidilinositol; PDK1, cinase dependente do fosfoinositideo 1; Akt/PKB,
proteina cinase B; PKCL/A, proteina cinases C atipicos; AS160, Akt Substrate of 160 kDa; PLC, fosfolipase C;
DAG, diacilglicerol; IP3, 1,4,5-trifosfato de inositol; APS, proteina adaptadora com dominios PH e SH2; Cbl,
protooncogene Casitas b-lineage lymphoma (c-Cbl); CAP, Cbl-associated protein.

Os principais mediadores das ac¢ées metabdlicas da insulina sdo as proteinas IRS,
em particular a IRS-1 e a IRS-2. Em mamiferos, estdo descritas quatro proteinas da
familia IRS: IRS-1, expressa no musculo e tecido adiposo; IRS-2, no cérebro, ovario,
figado e tecido adiposo; IRS-3, no tecido adiposo, possivelmente apenas em roedores; e
IRS-4, expressa no timo e rim (White et al., 2002). As proteinas IRS apresentam um
terminal amina com dominios de ligacdo ao receptor de insulina e um terminal

carboxilo, com locais de fosforilacdo de tirosina. Os residuos de tirosina fosforilados
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permitem o recrutamento, acoplamento e activacao de proteinas efectoras ' da cascata
de sinalizacao (Whitehead et al., 2000; Saltiel e Kahn, 2001; White et al., 2002).
Conforme se pode observar na figura 1.6, apos a sua fosforilacao, as proteinas
IRS vao activar o enzima 3-fosfatidilinositol cinase (PI3K) por ligacdo a subunidade
reguladora p85 2. O PI3K desempenha um papel central na translocacao de GLUT4. Com
efeito, apos a sua activacao pelo IRS, o PI3K catalisa a fosforilacao de fosfoinositideos
na posicao 3, produzindo compostos fosfolipidicos da familia 3-fosfato de
fosfatidilinositol (PI3P), nomeadamente o 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol (PtdInsPs;)
(Saltiel e Kahn, 2001). Os PI3P (e o PtdinsP; em particular) activam o enzima cinase
dependente do fosfoinositideo 1 (phosphoinositide-dependent kinase 1, PDK1), que por
sua vez vai activar o proteina cinase B (Akt/PKB) e os proteina cinases C atipicos (PKC{
e PKCL) (Saltiel e Kahn, 2001) 3. O Akt/PKB activo vai fosforilar a proteina AS160 (Akt
Substract of 160 kDa) (Kane et al., 2002), a qual se encontra constitutivamente
associada as vesiculas de GLUT4 (Brozinick et al., 2007) e em particular as proteinas
Rab (pequenas proteinas G envolvidas nos processos de transporte e fusao das vesiculas)
(Jordens et al., 2005). A fosforilacao da AS160 pelo Akt/PKB promove a activacao das
proteinas Rab (Sano et al., 2003; Brozinick et al., 2007), o que se traduz num aumento
da taxa de translocacao dos GLUT4 (Jordens et al., 2005). Por outro lado, o PI3K pode
activar o enzima PLC, originando os segundos mensageiros DAG e trifosfato de inositol
(IP3), que activam o PKC(, estimulando o aporte de glucose (Brozinick et al., 2007)

(figura 1.6).

' As proteinas efectoras na transducdo de sinal da insulina mediada pelas proteinas IRS caracterizam-se por
possuir dominios SH2 (homologia-Src-2); muitas destas proteinas SH2 sdo moléculas adaptadoras, como é o
caso da p85, a subunidade reguladora do enzima 3-fosfatidilinositol cinase (PI3K), e da Crkll, molécula
activadora de pequenas proteinas G (Saltiel e Kahn, 2001).

2.0 PI3K é composto por uma subunidade catalitica p110 e uma subunidade reguladora p85 que possui dois
dominios SH2, aos quais se ligam os residuos de tirosina fosforilada dos IRS (Saltiel e Kahn, 2001).

3 Esta também descrito que o PtdInsP; pode ligar-se directamente aos PKC (PKC{ e PKCA) (White et al.,
2002) e ao Akt/PKB, activando ambos (Saltiel e Kahn, 2001), nao necessitando do PDK1 como mediador.
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Adicionalmente, esta descrita uma outra via de transducao de sinal da insulina
que também parece contribuir para a translocacao dos GLUT4 e é de certa forma
independente da fosforilacao dos IRS e da activacao do PI3K (Saltiel e Pessin, 2002)
(figura 1.6). Esta via envolve a fosforilacao de tirosinas da APS (proteina adaptadora
com dominios PH ' e SH2) e do protooncogene Cbl (Casitas b-lineage lymphoma, c-Cbl)
(Ribon e Saltiel, 1997; Saltiel e Kahn, 2001) directamente pelo receptor da insulina
(Saltiel e Pessin, 2002), sendo que a APS esta envolvida no recrutamento do Cbl para o
receptor (Saito et al., 2008). Na maioria das células sensiveis a insulina, o Cbl esta
associado a proteina adaptadora CAP (Cbl-associated protein) (Saltiel e Kahn, 2001).
Apds fosforilacao, o complexo Cbl-CAP é translocado para lipid rafts na membrana
plasmatica onde se liga a proteina flotilina e recruta a proteina Crkll (Saltiel e Kahn,
2001). Em seguida, a Crkll forma um complexo com a proteina C3G, uma proteina de
permuta nucleotidica, activando a TC10. Esta TC10 é uma proteina G que promove a
translocacao e acoplamento dos GLUT4 na membrana (Watson et al., 2001; Saito et al.,
2008), possivelmente através da regulacao dos microfilamentos de actina (Brozinick et
al., 2007). Embora esta via da proteina TC10 possa ser vista como independente da via
do PI3K, alguns estudos tém sugerido que os PKC atipicos (PKC{ e PKCA) também

promovem a activacao da TC10 (Kanzaki et al., 2004; Saito et al., 2008) (figura 1.6).

1.2.4.3. Translocacao e exocitose dos GLUT4

Os GLUT4, presentes no musculo esquelético e adipocitos, encontram-se em

vesiculas que se deslocam ciclicamente entre os locais de armazenamento intracelular e

a membrana plasmatica. A insulina aumenta o aporte de glucose incrementando a taxa

! 0 dominio PH é um dominio de homologia para a plecstrina; o Akt/PKB também possui um dominio PH,
que lhe permite ligar-se ao PtdInsP; (Saltiel e Kahn, 2001).
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de exocitose das vesiculas de GLUT4 e reduzindo a taxa de internalizacdo das mesmas
(Saltiel e Kahn, 2001; Eguez et al., 2005).

A semelhanca dos granulos secretores de insulina na célula B-pancreatica
(seccao 1.2.3), as vesiculas de GLUT4 também parecem ser translocadas por um sistema
que envolve redes de microtubulos e a polimerizacao da actina (Saltiel e Kahn, 2001;
Brozinick et al., 2007). O remodeling ou reorganizacao dos filamentos de actina parece
ser modulado pelas vias da proteina TC10 e IRS/PI3K, através das proteinas Rab
(Brozinick et al., 2007), conforme representado na figura 1.6. O remodeling da actina é
essencial ndao sé para a translocacao das vesiculas de GLUT4, mas também para a sua
fusdo com a membrana (Saltiel e Kahn, 2001). No processo de fusdo das vesiculas de
GLUT4 a membrana, em particular no musculo esquelético, parecem também estar
envolvidas proteinas SNAP (soluble NSF attachment proteins), que se ligam a receptores

SNARE (SNAP receptors) (Brozinick et al., 2007).

1.2.4.4. Inibicdo da transducao de sinal da insulina

Para além da fosforilacao dos residuos de tirosina (figura 1.6), tanto o receptor
da insulina como as proteinas IRS podem ser fosforiladas nos residuos de serina, o que
bloqueia ou atenua o sinal devido a diminuicao da fosforilacao dos residuos de tirosina e
a inducao da interaccao dos IRS com outras proteinas (Craparo et al., 1997; Saltiel e
transducao de sinal da insulina e proporcionam um mecanismo de cross-talk com outras
vias que produzem insulinorresisténcia (Saltiel e Kahn, 2001). Varios enzimas cinases
estao implicados neste processo de regulacao, tais como o PI3K, Akt/PKB ou o cinase do
sintase do glicogénio 3 (GSK3) (Saltiel e Kahn, 2001).

A accao da insulina é também atenuada por proteina tirosina fosfatases

(PTPases), que catalisam a desfosforilacao do receptor e dos seus substratos, sendo que
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se observou estarem sobre-expressos nalguns estados de insulinorresisténcia (Saltiel e
Kahn, 2001). Com efeito, em estudos com modelos transgénicos knockout do PTP1B
(PTPase citoplasmatico) observou-se um aumento do nimero de residuos de tirosina
fosforilados, tanto no receptor como nas proteinas IRS, bem como um aumento da

sensibilidade a insulina no muasculo (Saltiel e Kahn, 2001).

1.2.5. ACGAO HIPOGLICEMIANTE DA INSULINA - DA CELULA PARA O ORGANISMO

Na seccao 1.2.4 abordou-se a accao da insulina na captacao de glucose de um
ponto de vista molecular e celular, com informacao obtida essencialmente por estudos
in vitro. No entanto, a accdo da insulina, em particular a sua accao hipoglicemiante,
pode ser estudada ao nivel do tecido, 6rgao ou de todo o organismo (in vivo). O papel
da insulina no aporte celular de glucose tem sido estudado nos mais diversos sistemas,
tais como tecidos (McGrowder et al., 2006) ou 6rgaos isolados e mantidos em perfusao
(Petersen e Tygstrup, 1994). Mas é inquestionavel que, apesar de mais complexa, a
forma mais objectiva de efectuar estes estudos € in vivo. Os métodos mais utilizados
para avaliar a sensibilidade a insulina in vivo sao discutidos na seccao 1.6.

O papel vital que a insulina desempenha na homeostase da glucose é
particularmente relevante no estado pos-prandial, ndao so6 porque actua de forma
inibitoria sobre a producao hepatica de glucose, mas principalmente porque estimula a
captacao de glucose pelos tecidos periféricos, nomeadamente pelo musculo
esquelético. A accao hipoglicemiante da insulina envolve a canalizacdo da glucose da
circulacao sanguinea para os tecidos, o que s6 faz sentido que ocorra quando essa
glicémia esta aumentada, o que pode ocorrer em condicoes fisioldgicas, como apds uma

refeicao.
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1.2.6. IMPORTANCIA DO ESTADO PRANDIAL PARA A ACGAO

HIPOGLICEMIANTE DA INSULINA

A diabetes tipo 2 é caracterizada por um declinio da secrecao de insulina
fundamentalmente em resposta a ingestdo de nutrientes (Leiter et al., 2005). Entre 54
e 67 % das pessoas com reducao da tolerancia a glucose apresentam uma glicémia em
jejum normal; e uma meta-analise de 20 estudos europeus revelou que 31 % das pessoas
diagnosticadas com diabetes através do recurso a glicémia pos-prandial também
apresentam niveis normais de glucose em jejum (Lautt, 2007), sugerindo uma diferenca
clara na regulacao da glicémia antes e apds uma refeicao. Com efeito, as maiores
complicacoes relacionadas com a insulinorresisténcia sao primeira e principalmente
observadas no estado poés-prandial, hiperglicémico (Hanefeld e Temelkova-Kurktschiev,
2002), o que reflecte uma maior necessidade de accédo da insulina ap6s uma refeicao.

Em condicoes fisiologicas, a accao da insulina no estado pods-prandial é
significativamente superior a sua accao no estado de jejum (Lautt et al., 2001; Leiter et
al., 2005; Ribeiro et al., 2008). Embora seja discutivel quais os nutrientes ou tipos de
refeicdes mais eficazes no incremento da accao da insulina, a maioria dos estudos em
que se compara a sensibilidade a insulina antes e depois da ingestdao de uma refeicao
sugerem que a accao da insulina € maior no estado pos-prandial (Leiter et al., 2005).
Experiéncias em animais demonstraram que a accao da insulina aumentava no pos-
prandial, quer quando a ingestao da comida era ad libitum (Lautt et al., 2001; Peitl e
Szilvassy, 2007; Ribeiro et al., 2008), quer quando a comida era administrada por via
endogastrica (gavage) (Lautt et al., 2001). Recentemente, o nosso grupo obteve
resultados semelhantes em humanos (Patarrao et al., 2008). Com efeito, em individuos
saudaveis com um indice de massa corporal (IMC) de 23.3+0.8 kg/m?, a sensibilidade a
insulina foi avaliada antes (24 h de jejum) e apds a ingestao de uma refeicao-teste

standard, observando-se que a sensibilidade a insulina pos-prandial era cerca de 3 vezes
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a observada em jejum (Patarrao et al., 2008). Quando o mesmo protocolo foi aplicado a
individuos com excesso de peso (IMC de 27.7+0.4 kg/m?), condicdo normalmente
associada a diminuicdo da sensibilidade a insulina, a accao da insulina no estado de
jejum foi semelhante a observada para os individuos saudaveis; porém, no estado pos-
prandial foi consideravelmente inferior (Patarrao e Macedo, observacées nao
publicadas). Estes resultados sugerem que fases precoces de insulinorresisténcia podem
ja existir, mas sao detectadas apenas no estado pos-prandial. Assim, torna-se
pertinente avaliar a accao hipoglicemiante da insulina no estado po6s-prandial, uma vez
que é quando as primeiras manifestacoes de insulinorresisténcia ocorrem, ainda num
estado pré-diabético.

Nas experiéncias descritas no paragrafo anterior foram usadas refeicoes mistas,
isto é, compostas por proteinas, lipidos e glicidos, embora em proporcoes variaveis; tal
facto sugere que uma refeicdo mista é capaz de potenciar a accao da insulina, no
entanto permanece por esclarecer se a glucose (glicidos) por si s6 nao sera capaz de o
fazer. Embora alguns autores sugiram que a utilizacao de refeicdes mistas,
comparativamente as refeicoes glicidicas, torna mais facil a deteccao de diferencas nos
perfis de glucose e insulina, em particular em modelos de insulinorresisténcia
(Berthiaume e Zinker, 2002), o efeito da composicdo da refeicao (mista versus glicidica)

no incremento da accao da insulina permanecia por esclarecer.
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1.3. PAPEL DO SISTEMA NERVOSO AUTONOMO NA HOMEOSTASE DA GLUCOSE

O sistema nervoso auténomo € o principal mediador das respostas fisioldgicas a
estimulos internos e externos. Nesta seccao abordam-se sucintamente as principais
contribuicdoes do sistema nervoso autonomo, em particular do parassimpatico, para a
homeostase da glucose, resultantes da sua actividade sobre o tracto gastrointestinal.

O sistema nervoso auténomo divide-se em sistema nervoso simpatico e
parassimpatico, os quais actuam normalmente de forma reciproca, isto €, o aumento de
actividade de um coincide com o decréscimo de actividade do outro ' (Teff, 2008). A
accao do simpatico é mediada por activacdo de receptores (nor)adrenérgicos nos
tecidos-alvo, enquanto que a actividade parassimpatica envolve principalmente a
libertacdo de acetilcolina 2. O tracto gastrointestinal, tal como a grande maioria dos
orgaos, € inervado por ambos os tipos de fibras, sendo que as fibras simpaticas sao
maioritariamente inibitorias e as fibras parassimpaticas maioritariamente excitatorias
(Konturek et al., 2004). A inervacao simpatica do tracto gastrointestinal tem origem na
porcao toracica da espinal-medula (T5-T12) e é feita essencialmente através dos
ganglios celiaco (figado, pancreas e estdmago) e mesentérico superior (intestino,
excepto colon descendente e sigmoidal). As principais ramificacées do sistema nervoso
parassimpatico a nivel hepatico, pancreatico, gastrico e intestinal (excepto o recto e
colon sigmoidal) derivam do nervo vago (X par craniano) (Esperanca-Pina, 2000).

No que respeita a regulacdao da glicémia e homeostase da glucose, os sistemas
nervosos simpatico e parassimpatico também tém efeitos antagonicos: o parassimpatico

actua de forma a facilitar a captacao periférica de glucose, enquanto que o simpatico

' Apesar da regra geral ser de reciprocidade entre sistema nervoso simpatico e parassimpatico, ha algumas
excepcoes, em determinadas condicoes fisioldgicas; por exemplo, em condicoes de hipoglicémia, a
activacao de ambos induz a libertacdo de glucagina pelas células a-pancreaticas (Teff, 2008).

2 A acetilcolina é rapidamente degradada pelo enzima acetilcolinesterase, de modo que na maioria das
vezes a actividade vagal (parassimpatico) apenas pode ser medida indirectamente, através da resposta
do(s) tecido(s)-alvo(s); recorre-se muitas vezes a agonistas (ex: betanecol) e antagonistas (ex: atropina)
colinérgicos para determinar a contribuicao do parassimpatico para uma dada resposta (Teff, 2008).
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tende a aumentar a glicémia, através da reducao do aporte e aumento da producao
hepatica de glucose.

A regulacdo da glicémia e a distribuicdo periférica de glucose pelo sistema
nervoso simpatico faz-se, por exemplo, pelo controlo do tonus vascular, que regula o
fluxo sanguineo a um determinado sistema, mas principalmente através dos seus efeitos
a nivel hepatico. Em condicdes de stress e/ou de hipoglicémia a activacao do simpatico
estimula a glicogendlise e a gluconeogénese, aumentando o efluxo de glucose do figado.
Gardemann e Jungermann (1986) determinaram que a inducao neuronal do aumento do
efluxo de glucose hepatica deve-se a actividade do simpatico e ndo do parassimpatico,
uma vez que, apos bloqueio a- e B-adrenérgico, a estimulacao neuronal hepatica nao
potencia o efluxo de glucose hepatica. No entanto, de acordo com outros autores, a
estimulacdao da glicogendlise e gluconeogénese hepaticas por activacao do simpatico
contribui pouco para o aumento do efluxo de glucose do figado em resposta a
hipoglicémia, desde que os sistemas de regulacao hormonal estejam intactos (Puschel,
2004). Assim, a regulacao da producao de glucose parece ser feita principalmente por
modulacao da secrecao de insulina (reducao), de glucagina (aumento) e pelo sistema
nervoso simpatico (Gardemann e Jungermann, 1986).

A activacao do sistema nervoso parassimpatico (vagal) ocorre durante a ingestao
de uma refeicao (Uijtdehaage et al., 1992; Teff, 2008). O nervo vago inerva
praticamente todos os tecidos envolvidos na digestdao, absorcao e metabolismo de
nutrientes, pelo que influencia profundamente o processamento metabdlico da comida
(Teff, 2008). Diversos autores tém observado que o parassimpatico desempenha um
papel chave na regulacao da glicémia através das inervacoes do pancreas e do figado
(Gardemann e Jungermann, 1986; Xie et al., 1993; Moore et al., 2002; Lautt, 2007;
Teff, 2008). De facto, a estimulacdo eléctrica do vago parece aumentar (Kaneto et al.,
1967) e o antagonismo muscarinico parece atenuar a secrecao de insulina estimulada

pela glucose ou por uma refeicao (Teff e Townsend, 1999), embora tais observacdes nao
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sejam consensuais (Schneeberger et al., 1991; Teff et al., 1999). Curiosamente, uma
hiperinsulinémia prolongada pode levar a atenuacao do sinal parassimpatico (Van De
Borne et al., 1999), o que podera explicar eventuais disfuncoes do sistema nervoso
autonomo em condicoes fisiopatoldgicas associadas a hiperinsulinémia, como a
obesidade. A nivel hepatico, Gardemann e Jungermann (1986) observaram ainda que a
estimulacao dos nervos parassimpaticos tem efeitos directos no metabolismo da
glucose, os quais sao sinergisticos com a accao da insulina e antagonicos a da glucagina,
como a activacao dos enzimas glicogénicos e inibicao dos enzimas gluconeogénicos e
glicogenoliticos (Mondon e Burton, 1971; Teff, 2008). Xie e colaboradores observaram
ainda que a ablacdo cirGrgica dos nervos parassimpaticos hepaticos diminui a
sensibilidade periférica a insulina no estado pos-prandial (Xie et al., 1993), a qual é
revertida por administracao intraportal de acetilcolina (Xie e Lautt, 1996a).
Adicionalmente, o tracto gastrointestinal, sistema nervoso central e sistema
nervoso entérico' parecem estar envolvidos numa comunicacao de duas vias (eferente e
aferente), constituida por fibras simpaticas, parassimpaticas e sensoriais aferentes,
necessarias para a sinalizacdo do chamado eixo entero-cerebral (gut-brain axis)
(Konturek et al., 2004). Os efeitos deste eixo parecem ser mediados por hormonas
entéricas que estimulam nervos sensoriais e activam os reflexos autonémicos no estado
pos-prandial (Konturek et al., 2003). Embora ndo seja ainda claro como é que este
mecanismo contribui para a homeostase da glucose, parece ocorrer uma interaccao
entre o tracto gastrointestinal, sistema nervoso central e 6rgaos efectores na regulacao
da glicémia (pancreas e figado). Esta interaccao parece ser mediada pelo sistema
nervoso autonomo e pelo parassimpatico em particular, que é estimulado pela ingestao

de uma refeicao e esta envolvido no aporte de glucose pelos tecidos periféricos.

' A designacdo de sistema nervoso entérico foi proposta por Wingate em 1981 para caracterizar uma
terceira divisao do sistema nervoso autéonomo, constituida por uma rede de neurdnios intrinseca ao tracto
gastrointestinal (Wingate e Ewart, 1981).
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1.4. IMPORTANCIA DO MECANISMO HEPATICO DA HISS PARA A ACCAO DA
INSULINA E HOMEOSTASE DA GLUCOSE NO ESTADO POS-PRANDIAL

A sensibilidade a insulina no estado pos-prandial aumenta relativamente ao
observado no estado de jejum, conforme discutido na seccao 1.2.5, o que contribui
para uma reposicao mais eficaz da euglicémia apds uma refeicdo. Para esse aumento de
sensibilidade a insulina (jejum vs pos-prandial) muito contribui a accdo da HISS
(substancia hepatica sensibilizadora da insulina). O estudo da via da HISS constitui o
principal foco do nosso grupo de investigacao e € um aspecto central nos trabalhos que

deram origem a presente dissertacao.

1.4.1. A IMPORTANCIA DO FIGADO PARA A ACCAO DA INSULINA E

A DESCOBERTA DA VIA DA HISS

O papel central do figado na captacao de glucose pelos tecidos periféricos
(extra-hepaticos) tem sido sugerido desde ha muito por varios autores (Lang et al.,
1954; Mertz e Schwarzk, 1962; Lautt, 1980; Gardemann e Jungermann, 1986; Petersen e
Tygstrup, 1994; Moore et al., 2002; Puschel, 2004).

Na década de 50, Lang e colaboradores observaram que a realizacao de uma
hepatectomia em animais saudaveis diminui o aporte periférico de glucose em
aproximadamente 60 %, o que nao pode ser revertido por administracao supramaxima
de insulina, sugerindo que o figado liberta um agente humoral que aumenta a
capacidade de captacao de glucose por parte dos tecidos extra-hepaticos (Lang et al.,
1954). Na década seguinte, Mertz e Scwartz (Mertz e Schwarzk, 1962; Petersen e
Tygstrup, 1994) confirmaram o papel essencial do figado na captacao periférica de

glucose, através da observacao de que a reducdao do aporte de glucose em ratos
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eviscerados era revertida por administracdo de um extracto de figado de rato fresco.
Mais tarde, Petersen e Tygstrup observaram que a inclusao de figado de rato isolado
numa preparacao de musculo esquelético com um sistema recirculatério aumentava
significativamente o aporte de glucose no musculo e que a taxa de captacao de glucose
pelo mulsculo decrescia quando o figado era removido do sistema, apresentando um
periodo de semi-vida de cerca de 30 min (Petersen e Tygstrup, 1994). Esta hipotese,
segundo a qual o processo de captacdo de glucose depende nao s6 da accao da insulina
per se, mas também de um mecanismo hepatico capaz de potenciar a accao
hipoglicemiante da prépria insulina, sofreu um enorme avanco na década de 90, com os
trabalhos desenvolvidos por Lautt e colaboradores. Em 1993, estes investigadores
constataram pela primeira vez a importancia dos nervos parassimpaticos hepaticos para
a captacao periférica e homeostase da glucose (Xie et al., 1993), o que foi confirmado
mais tarde por Moore e colaboradores (Moore et al., 2002). Posteriormente, observou-se
que esta actividade parassimpatica faz parte de uma via que apenas esta activa no
estado pods-prandial e € responsavel por 50 a 60 % da accao hipoglicemiante da insulina
apods uma refeicao (Lautt et al., 2001).

Lautt e colaboradores sugerem entdo que os nervos parassimpaticos estdo
envolvidos na activacdo de um mecanismo hepatico pos-prandial que leva a libertacao
de um factor humoral que potencia a accao periférica da insulina e que denominam de
hepatic insulin sensitizing substance (substancia hepatica sensibilizadora da insulina,
HISS) (Xie e Lautt, 1996b; Sadri et al., 1997; Lautt et al., 2001).

Assim, a accao hipoglicemiante da insulina no estado pods-prandial pode ser
dividida em duas componentes, que actuam sinergisticamente para aumentar o aporte
de glucose. A primeira componente é a da insulina per se, isto é, correspondente a
accao directa da insulina sobre as células-alvo, activando o seu receptor e despoletando
a via de transducao de sinal atras descrita (seccao 1.2). A segunda componente de

accao da insulina é dependente da via da HISS, a qual potencia a accao da insulina.
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A via de accao da insulina dependente da HISS esta descrita em diversos modelos
animais, tais como o gato (Xie et al., 1993; Xie e Lautt, 1995a), rato (Xie e Lautt,
1996b; Sadri et al., 1997; Lautt et al., 2001), cao (Moore et al., 2002) e murganho
(Latour e Chan, 2002), nao se observando diferencas na sua accao quanto ao sexo
(Ribeiro et al., 2002; Ribeiro et al., 2008). Recentemente, experiéncias realizadas pelo
Nnosso grupo sugerem a existéncia da via de accdo da insulina dependente da HISS

também em humanos (Patarrao et al., 2007; Patarrao et al., 2008).

1.4.2. A SINTESE DA HISS

A ingestdao de uma refeicdo promove a secrecao de insulina pelo pancreas e a
activacao do sistema nervoso parassimpatico (Teff, 2008). Esta activacdo do sistema
parassimpatico é extremamente importante para a homeostase da glucose (Xie et al.,
1993; Xie e Lautt, 1996b; Teff, 2008), na medida em que desencadeia o mecanismo de
sintese da HISS, cuja accao é essencial para a sensibilidade a insulina no estado pos-
prandial (Lautt, 2004).

Com efeito, o grupo de Lautt observou que a ablacao cirurgica do plexo anterior
hepatico induz uma insulinorresisténcia periférica pronunciada, sugerindo que os nervos
parassimpaticos hepaticos desempenham uma funcao essencial na regulacao da glicémia
(Xie et al., 1993). Embora o plexo anterior hepatico englobe fibras simpaticas e
parassimpaticas (Lautt, 1983), os efeitos glicémicos da ablacao deste plexo parecem
dever-se exclusivamente a perda da funcdo parassimpatica (Lautt e Wong, 1978b; Xie et
al., 1993). Tal conclusao foi tirada a partir das observacdes de que os efeitos hepaticos
da estimulacao deste plexo nao eram afectados pela destruicao selectiva dos nervos

simpaticos hepaticos com 6-hidroxidopamina (Lautt e Wong, 1978b) e que a
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insulinorresisténcia produzida pela desnervacao do plexo anterior hepatico nao era
agravada pela vagotomia bilateral (Xie et al., 1993).

Este reflexo parassimpatico hepatico parece ser mediado por receptores
colinérgicos muscarinicos, presentes no figado, sendo que a administracdo intraportal
de atropina, um antagonista muscarinico nao selectivo, induz uma inibicao significativa
da sensibilidade a insulina periférica (Xie e Lautt, 1994). A insulinorresisténcia induzida
pela administracao de atropina é dose-dependente (Xie e Lautt, 1995a; Takayama et
al., 2000) e nao agrava a insulinorresisténcia provocada pela desnervacdao do plexo
anterior hepatico (Xie e Lautt, 1995a; Xie e Lautt, 1996b). Numa tentativa de
caracterizar o subtipo de receptor muscarinico envolvido, testou-se o efeito da
administracao intraportal de pirenzepina e metoctramina, dois antagonistas
muscarinicos selectivos respectivamente para receptores M; e M,, observando-se que o
bloqueio dos primeiros induziu uma inibicao da sensibilidade a insulina semelhante a
produzida por administracao de atropina (Xie e Lautt, 1995b). Estes resultados sugerem
que os receptores muscarinicos activados pelo reflexo parassimpatico hepatico sao
principalmente do subtipo M;.

Adicionalmente, Xie e Lautt observaram que a administracao de acetilcolina por
via intraportal, mas nao por via intravenosa, reverte completamente a
insulinorresisténcia provocada quer pela desnervacao do plexo anterior hepatico, quer
pela administracao de atropina (Xie e Lautt, 1996a). Por outro lado, a administracao de
acetilcolina a animais com inervacdo parassimpatica hepatica intacta nao tem qualquer
efeito adicional sobre a sensibilidade a insulina, sugerindo que a accao dos nervos
parassimpaticos hepaticos na sensibilidade a insulina € mediada pela acetilcolina (Xie e
Lautt, 1996a). Assim, a sintese da HISS envolve a activacao dos nervos parassimpaticos
hepaticos, que parece levar a libertacao de acetilcolina no figado, a qual actua ao nivel

dos receptores muscarinicos do tipo M.
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Muitos dos efeitos biologicos da acetilcolina sdo mediados pelo *NO (Ignarro,
1992), pelo que foi considerada a hipotese de que também a accao parassimpatica
envolvida na via de sintese da HISS seria mediada pelo °*NO. E de facto, tanto a L-NMMA
como o L-NAME, dois inibidores competitivos do sintase do *NO (NOS), diminuiram a
sensibilidade a insulina, mas apenas quando administrados directamente na veia porta
(via ipv) (Sadri e Lautt, 1999), sugerindo que a sintese de *NO no figado é essencial para
0 mecanismo de sensibilidade a insulina pos-prandial.

Observou-se também que a inibicdo do NOS hepatico em animais previamente
submetidos a desnervacao do plexo anterior hepatico nao produzia qualquer inibicao
adicional da sensibilidade a insulina e que a administracao de SIN-1, um dador de ‘NO,
por via intraportal, mas nao por via intravenosa, reverteu completamente a
insulinorresisténcia causada quer por inibicao do NOS hepatico, quer por desnervacao
hepatica (Sadri e Lautt, 1999). Estes resultados demonstram que a actividade
colinérgica e a sintese do "NO hepaticos sao essenciais para a sensibilidade a insulina
pos-prandial e que ambos fazem parte da via hepatica conducente a sintese da HISS.

Os resultados descritos nos paragrafos anteriores nao esclareciam se a
estimulacdo colinérgica leva a sintese de *NO no figado, ou vice-versa. Sabe-se que a
ligacdo da acetilcolina a receptores muscarinicos M, leva a activacao do NOS e a sintese
de ‘NO (Lopez-Jaramillo et al., 1990; Hogan e Markos, 2007), contudo o inverso esta
também descrito, isto €, nalguns sistemas fisiologicos o “NO pode estimular a libertacao
de acetilcolina (Leonard e Lydic, 1997; Smith e McCarron, 1998). Neste contexto,
experiéncias realizadas pelo nosso grupo revelaram que a administracao intraportal de
acetilcolina nao é capaz de reverter a insulinorresisténcia induzida por inibicao do NOS
hepatico, ao passo que a administracao intraportal do dador de *NO SIN-1 reverte a
insulinorresisténcia induzida tanto por inibicato do NOS como por antagonismo
muscarinico (Guarino et al., 2004). O "NO hepatico, mas nao sistémico, € necessario

para a accao da insulina dependente da HISS. Estas observacoes sugerem que a sintese
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da HISS envolve a ligacao da acetilcolina aos receptores muscarinicos M; no figado, o
que leva a activacao do NOS e consequentemente a sintese de *NO hepatico.

Adicionalmente, alguns autores observaram que a deplecao dos niveis de
glutationo (GSH, forma reduzida) no figado conduz directamente a diminuicdao da
tolerancia a glucose (Khamaisi et al., 2000). E, de facto, os nossos estudos revelaram
que a deplecao dos niveis de GSH hepatico por inibicao da sua sintese induz um estado
de insulinorresisténcia semelhante ao provocado por inibicao do NOS hepatico, o qual
nao € revertido apenas pela administracao de SIN-1 (Guarino et al., 2003). Esta
observacao sugere que a sintese da HISS depende nado s6 da via parassimpatico-°NO, mas
também do GSH hepatico (Guarino et al., 2003). Esta conclusdo foi confirmada
posteriormente através da observacao de que a co-administracao de dadores de GSH e
de °NO directamente na circulacao portal (figado) aumenta a sensibilidade a insulina,
contrariamente ao que acontece quando os mesmos farmacos sao administrados
individualmente e/ou por via intravenosa (Guarino e Macedo, 2006). Experiéncias
recentes, efectuadas por Punithavathi e colaboradores, suportam estes resultados, uma
vez que estes investigadores observaram que a reversao da insulinorresisténcia nalguns
modelos animais implica o aumento dos niveis de GSH (Punithavathi et al., 2008).

Em suma, e do que se conhece até ao momento, a sintese da HISS é iniciada apos
ingestao de uma refeicao, através de um reflexo parassimpatico hepatico que envolve a
libertacdo de acetilcolina no figado. A acetilcolina liga-se a receptores muscarinicos M1
no figado, activando o NOS e aumentando a sintese de ‘NO hepatico, o qual, na
presenca de GSH, conduz a sintese da HISS. A HISS é libertada pelo figado e potencia a
accao hipoglicemiante da insulina.

Na figura 1.7 apresenta-se um esquema que resume 0s passos conhecidos da via

hepatica que leva a libertacao da HISS.
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Figura 1.7: Via de sintese da substdncia hepatica sensibilizadora da insulina (HISS). No estado pos-
prandial, os nervos parassimpaticos hepaticos sao estimulados. A acetilcolina libertada liga-se aos
receptores muscarinicos do tipo M;, activando o enzima sintase do mondxido de azoto (NOS) hepatico, o
que resulta na sintese de mondxido de azoto (dxido nitrico, ‘NO), o qual, através de um processo
dependente de glutationo (reduzido, GSH), leva a sintese e/ou libertacao da HISS.

1.4.3. ACCAO DA HISS NO MUSCULO ESQUELETICO - O ORGAO-ALVO

A HISS, libertada pelo figado apos uma refeicao, € essencial para a captacao de
glucose insulinodependente, sendo que exerce a sua accao especificamente no musculo
esquelético (Xie e Lautt, 1996b).

Os trabalhos realizados por Petersen e Tygstrup em 1994 ja sugeriam que um
factor humoral libertado pelo figado aumentava o aporte de glucose no musculo
(Petersen e Tygstrup, 1994). Posteriormente, recorrendo a gradientes de glucose
arterio-venosos aplicados a varios orgaos in vivo, Xie e Lautt (1996b) demonstraram que
o principal local da insulinorresisténcia provocada pela inibicao da via da HISS era o

mUsculo esquelético. Estes investigadores observaram que as diferencas entre os testes
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de sensibilidade a insulina antes e depois da inibicao da HISS tinham paralelo no aporte
de glucose apenas no musculo esquelético, ndo se registando variacoes no figado ou
orgaos esplancnicos, sugerindo que a HISS actua principalmente no musculo esquelético
(Xie e Lautt, 1996b). Os resultados obtidos por estes autores sao consistentes com as
observacoes de que o musculo esquelético € o maior captador de glucose por um
mecanismo insulinodependente (Kemmer et al., 1979; DeFronzo et al., 1981; Scheen et
al., 1994) e é o principal responsavel pela hiperglicémia pos-prandial em estados de
insulinorresisténcia (Kemmer et al., 1979; Brozinick et al., 1994).

Na figura 1.8, apresenta-se um diagrama ilustrativo da accao da insulina

dependente da HISS.

Ingestdo de Nervos
un'1a_ ————» \ parassimpaticos
refeicéo ® hepaticos
Acetilcolina Figado
@

insulina
Legenda:
@ activacao ,
1 L. Musculo
aumento dos niveis de esquelético

Figura 1.8: Sintese e accdo da substancia hepatica sensibilizadora da insulina (HISS). No estado pos-
prandial, ocorre a secrecao de insulina pelo pancreas, concomitantemente, ha um aumento da sintese de
monoxido de azoto (6xido nitrico, “NO) hepatico, estimulado pela accao colinérgica hepatica, o que,
conjuntamente com a elevacado dos niveis de glutationo hepatico (GSH), resulta na libertacao da HISS pelo
figado. A HISS actua no musculo esquelético, potenciando em 50-60 % o aporte de glucose
insulinodependente.
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1.4.4. O ESTADO PRANDIAL E A REGULAGAO FISIOLOGICA DA VIA DA HISS

A via de accao da insulina dependente da HISS é regulada fisiologicamente pelo
estado prandial, sendo maxima apds ingestdao de uma refeicdo e inibida/ausente no
estado de jejum (Lautt et al., 1998; Lautt et al., 2001; Ribeiro et al., 2008). A accao da
HISS no estado pos-prandial é essencial, pois, como referido anteriormente, é
responsavel por cerca de 50-60 % do efeito hipoglicemiante da insulina (Lautt, 1999).

Experiéncias em ratos demonstraram que a sensibilidade a insulina no estado de
jejum (18 h de jejum) é significativamente inferior a sensibilidade a insulina no estado
pos-prandial (Lautt et al., 1998) e que a accao da HISS se encontra significativamente
aumentada cerca de 1-2 hrs apos a ingestdao de alimentos, tanto quando o acesso aos
alimentos € ad libitum, como quando a sua administracdo é feita por via endogastrica
(gavage) (Lautt et al., 2001). Adicionalmente, em ratos testados apds diferentes
periodos de jejum (0 h, 6 h, 18 h e 24 h), observou-se que a sensibilidade a insulina
diminuia progressivamente com a duracao do jejum e que tal se devia ao decréscimo da
accao da HISS (Lautt et al., 2001). Por seu turno, a accao da insulina per se, isto €, a
componente da accao da insulina independente da via da HISS, nao parece ser afectada
pelo estado prandial, mantendo-se constante com a duracao do jejum (Lautt et al.,
2001).

Quando a anestesia é induzida apos a ingestdao da refeicao, a sensibilidade a
insulina mantém-se elevada durante mais de 6 h (Xie e Lautt, 1995a; Lautt et al., 1998;
Lautt et al., 2001). Embora o sinal prandial que leva a activacao da HISS nao seja
conhecido, a razdao pela qual a sensibilidade a insulina pods-prandial num rato
anestesiado se mantém elevada durante tanto tempo pode dever-se a paragem do
esvaziamento gastrico provocada pela anestesia, uma vez que nao se observaram
variacoes significativas do conteldo gastrico apods as 6-8 h de experiéncia (Lautt et al.,

2001). No entanto, ja que o animal inicia o processo digestivo no estado consciente, nao
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se pode afirmar que a inducao da anestesia impede a passagem do quimo para o lUmen
intestinal, deixando em aberto o papel do intestino na activacao da via da HISS. O
estdmago € o principal 6rgdo no processo digestivo, mas é no intestino delgado que
ocorre a maior absorcao de nutrientes. Por outro lado, diferentes porcdes do intestino
sao responsaveis pela absorcao de diferentes nutrientes e pela secrecao de diferentes
substancias, as quais variam de acordo com o estado prandial (Genuth, 1998; Holst e
Gromada, 2004), sugerindo que o intestino possa ter um papel relevante no mecanismo
de activacao pos-prandial da via da HISS.

Embora ainda ndo se conheca a natureza do sinal prandial, diversos estudos
parecem consistentes com o envolvimento da via da HISS no aumento da sensibilidade a
insulina que ocorre ap6s uma refeicao. Por exemplo, estd descrito que o sistema
nervoso parassimpatico, o qual é essencial para a via da HISS, € modulado pelo estado
prandial, sendo activado pela ingestao de alimentos (Teff, 2008). A prdpria presenca de
aminoacidos na circulacao portal parece activar o parassimpatico hepatico (Tanaka et
al., 1990), sendo que alguns investigadores observaram ainda que a presenca de
diferentes nutrientes e hormonas na circulacao portal, tais como a glucose, aminoacidos
ou somatostatina, afectam os nervos parassimpaticos hepaticos (Niijima, 1998). Estudos
adicionais sugerem que os niveis de glutationo hepatico, também essencial para a via da
HISS, estao diminuidos no estado de jejum e aumentam apds uma refeicao (Tateishi et

al., 1977; Guarino et al., 2003).

Desta forma, a via da HISS parece estar inactiva no estado de jejum e é activada
apos ingestao de uma refeicao. Este parece ser um mecanismo fisiolégico importante
para aumentar selectivamente o aporte de glucose no musculo quando a absorcao de
glucose é elevada, isto é, no estado pos-prandial, e para diminuir a captacao de glucose

pelo musculo em situacoes de escassez, como no estado de jejum (figura 1.8).
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1.4.5. MANIPULACAO DA VIA DA HISS

A inibicdo da via da HISS, representada nas figuras 1.7 e 1.8, pode ser
conseguida nao s6 através do jejum, mas também por interrupcao cirlrgica ou
farmacoldgica dos nervos parassimpaticos hepaticos (Xie et al., 1993; Xie e Lautt,
1996a; Xie e Lautt, 1996b; Ribeiro et al., 2002; Ribeiro et al., 2008), ou ainda por
inibicao dos enzimas NOS hepatico (Sadri e Lautt, 1999; Guarino et al., 2003; Afonso et

al., 2004), guanilato ciclase "

(Correia et al., 2002; Guarino et al., 2004) ou ciclo-
oxigenase (Sadri e Lautt, 2000). A accao da insulina dependente da HISS pode ainda ser
inibida por diminuicao da concentracao de glutationo hepatico (Guarino et al., 2003), o
que também acontece com o jejum (Tateishi et al., 1977; Guarino e Macedo, 2006).
Qualquer destes procedimentos aqui referidos resulta num estado de

insulinorresisténcia dependente da perda de accdo da HISS, sendo que todos eles podem

ser revertidos farmacologicamente, restaurando a accao da HISS.

' Uma via cléssica de transducdo de sinal do *NO no figado é a da activacdo do enzima guanilato ciclase
hepatico (Craven e DeRubertis, 1978). A inibicdo deste enzima conduz a uma insulinorresisténcia de
magnitude semelhante a obtida por interrupcao parassimpatica hepatica (cirtrgica ou farmacolégica) ou por
inibicdo do NOS hepatico (Correia et al., 2002; Guarino et al., 2004). Embora estes resultados nao sejam
concludentes, sugerem que a sintese da HISS passa pela activacao do guanilato ciclase hepatico pelo *NO,
em resposta a estimulacao colinérgica.
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1.5. ALTERAGOES FISIOPATOLOGICAS DA SENSIBILIDADE A INSULINA

A perda de sensibilidade a insulina - insulinorresisténcia - € por si sO6 uma
alteracao fisiopatoldgica, mas que pode acompanhar diversas condicoes patoldgicas,
tais como obesidade ou diabetes e até o proprio envelhecimento. Na presente seccao,
procurar-se-a abordar, em primeiro lugar, os factores normalmente associados ao
desenvolvimento da insulinorresisténcia, e, em segundo lugar, as situacoes patoldgicas
em que esta alteracdo ocorre mais frequentemente, isto €&, envelhecimento,

hipertensao, obesidade e diabetes mellitus.

1.5.1. INSULINORRESISTENCIA E FACTORES ASSOCIADOS AO SEU DESENVOLVIMENTO

A insulinorresisténcia € uma condicao fisiopatolégica em que a insulina, em
concentracbes fisiologicas, se torna incapaz de exercer as suas accoes biologicas. A
perda de funcao da insulina resulta, normalmente, num aumento compensatoério da
secrecao de insulina pelo pancreas. Enquanto essa hiperinsulinémia compensatoria se
mantiver, isto €, a secrecao de insulina for suficiente para colmatar a deficiente accao
desta hormona, a tolerancia a glucose mantém-se normal ' (Kashyap e Defronzo, 2007).
Aparentemente, € a exaustdao das células B-pancreaticas que mais tarde conduz a
intolerancia a glucose - hiperglicémia (Kashyap e Defronzo, 2007).

A resisténcia a accao bioldgica da insulina numa condicao de insulinorresisténcia
estende-se a todos os aspectos da accao desta hormona. Relativamente ao metabolismo

lipidico, a perda do efeito antilipolitico gera um aumento do fluxo de acidos gordos

' Note-se que, como sera abordado na seccéo 1.6, intolerancia a glucose e insulinorresisténcia sao conceitos
distintos. Um individuo com baixa tolerancia a glucose e insulinémia normal é insulinorresistente; no
entanto, um individuo insulinorresistente pode ndo apresentar intolerancia a glucose, desde que o seu
pancreas produza uma hiperinsulinémia compensatoria, capaz de manter a euglicémia.
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livres para o figado e para o musculo esquelético, contribuindo para a diminuicao da
accao da insulina no metabolismo glicidico destes tecidos. No ambito do metabolismo
glicidico, a insulinorresisténcia provoca uma atenuacao da inibicao da producao de
glucose hepatica e uma reducao do aporte periférico de glucose, em particular apos as
refeicées. E essencialmente neste Ultimo aspecto que a accdo da HISS tem mais
relevancia e em que esta seccao e as seguintes incidirao.

Mesmo em condicdes fisioldgicas, ha uma enorme variabilidade na sensibilidade a
insulina inter-individuo, pelo que se compreende que o desenvolvimento da
insulinorresisténcia pode ter uma origem multi-factorial. Por vezes, muitos dos factores
apresentados como causais podem inclusive ser uma consequéncia da propria
insulinorresisténcia. Os principais factores normalmente associados a variacdes da
sensibilidade a insulina ' e discutidos nesta seccdo sdo os seguintes: (i) distribuicio da
gordura corporal e acumulacao ectdpica de triacilglicerois; (ii) sexo (género); (iii)
mediadores inflamatorios e factores humorais; (iv) glucotoxicidade; (v) stress oxidativo;
e (vi) diminuicdo da accao da HISS. Apresenta-se uma visao global desses factores na

figura 1.9, no final da presente seccao.

(i) Distribuicdo da gordura corporal e acumulacdo ectopica de triacilglicerois

A distribuicao da gordura corporal e acumulacao ectopica de triacilglicerois, isto
é, a deposicao de triacilgliceréis em células de tecido nao adiposo que normalmente
contém baixos niveis destes lipidos (Lettner e Roden, 2008), estdao intimamente
relacionadas com a obesidade. Embora a associacao entre obesidade e
insulinorresisténcia seja discutida mais a frente no presente capitulo, é importante
desde ja discutir a influéncia da distribuicao corporal dessa adiposidade no fenémeno

de insulinorresisténcia.
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Alguns autores sugerem que a acumulacao de gordura visceral esta fortemente
associada a insulinorresisténcia e de facto a remocao cirtrgica da massa gorda visceral
reverte parcialmente a insulinorresisténcia, ndo s6 a nivel hepatico (Barzilai et al.,
1999), mas também a nivel do musculo esquelético, onde a via de sinalizacao da
insulina parece ser restaurada (Pitombo et al., 2006).

De acordo com a teoria portal, a relacao entre a insulinorresisténcia e a
adiposidade visceral deve-se ao efeito deletério da libertacao dos acidos gordos livres,
provenientes dos adipdcitos viscerais, na circulacdo portal ? (Large e Arner, 1998;
Griffin et al., 1999; Bergman et al., 2007). No entanto, a teoria portal nao é
consensual, visto que carece de comprovacao in vivo (Yki-Jarvinen, 2003).

Um outro aspecto interessante da adiposidade visceral é a sua associacdo com
alteracoes do sistema nervoso auténomo, nomeadamente através do aumento do ratio
de actividade simpatica/actividade parassimpatica (Lindmark et al., 2005). Esta
diminuicao do parassimpatico podera estar relacionada com a insulinorresisténcia pos-
prandial periférica através de uma diminuta accao da HISS, a qual depende da
integridade do sistema nervoso parassimpatico.

Por outro lado, outros autores consideram que a gordura visceral € apenas um
reflexo do aumento da adiposidade corporal total e consideram que a acumulacao
intramiocelular de lipidos é um factor preponderante na génese da insulinorresisténcia’
(Koyama et al., 1997; Korach-Andre et al., 2005). Também no figado o excesso de

acidos gordos (esteatose) interfere com a via de sinalizacao da insulina, por exemplo,

' A discussdo do estado de insulinorresisténcia no contexto de alteracdes fisiopatoldgicas concretas tera
lugar nas seccoes 1.5.2 a 1.5.5.

2 Segundo a teoria portal, os 4cidos gordos livres da circulacdo portal interferem com a via de sinalizacéo

da insulina ao nivel do enzima PI3K (Griffin et al., 1999; Bergman et al., 2007).

3 0s lipidos intramiocitarios parecem inibir directamente a via de transducdo de sinal da insulina, uma vez
que diacil- e triacilglicerdis inibem a accao da insulina a nivel celular, induzindo a activacao do PKC e a
formacao de ceramida, ou inibindo a accao dos GLUT4 (Schmitz-Peiffer et al., 1997; Schmitz-Peiffer,
2000). Por outro lado, o proprio aumento das concentrages intramiocitarias de acidos gordos ira
privilegiar a oxidacao destes relativamente a oxidacao de glucose, resultando num menor aporte celular
deste glicido.
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inibindo a ligacao/autofosforilacao do receptor de insulina, contribuindo para a falta de
inibicao do efluxo hepatico de glucose (Hennes et al., 1990; Nagy et al., 1990), mas nao
é claro se contribui para o desenvolvimento da insulinorresisténcia (Marchesini et al.,
1999). Embora relevante, tem sido sugerido que a acumulacao ectopica de gordura nao

€ o Unico factor explicativo da insulinorresisténcia (Lettner e Roden, 2008).

(ii) Sexo (género)

Apesar de estarem descritas diferencas de sensibilidade a insulina entre homens
e mulheres (Yki-Jarvinen, 1984), tal nao parece dever-se ao género sexual, mas sim a
eventuais diferencas na proporcao de gordura corporal e sua localizacao, nao ignorando
as variacbes hormonais registadas ao longo da vida, as quais também afectam a
sensibilidade a insulina. De acordo com aqueles autores, se se expressar a sensibilidade
a insulina em termos da massa corporal as diferencas relativamente ao género sexual
dissipam-se (Yki-Jarvinen, 2003). Com efeito, estudos efectuados pelo nosso grupo em
ratos Wistar (modelo fisioldgico) de ambos os sexos e em que se mediu sensibilidade a
insulina pos-prandial total por kg de massa corporal, nao revelaram diferencas

significativas entre machos e fémeas (Ribeiro et al., 2002; Ribeiro et al., 2008).

(iii) Mediadores inflamatérios e factores humorais

Na Ultima década, a insulinorresisténcia tem sido associada a um estado de
inflamacao de baixa intensidade, de tal modo que muitos investigadores consideram que
essa inflamacao contribui substancialmente para o seu desenvolvimento (Tilg e
Moschen, 2008). A relacado entre a inflamacao e a insulinorresisténcia é particularmente

relevante num estado de obesidade, em que ha uma proliferacdo de factores
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inflamatorios '. Para além desses mediadores com papel inflamatorio, o tecido adiposo
liberta outros factores (humorais) que contribuem para a homeostase da glucose, a
maioria dos quais provenientes do sistema imunitario e/ou tecido adiposo e que
parecem estar envolvidos na regulacao da accao da insulina. Os exemplos mais
relevantes sao o TNF-a (tumor necrosis factor-ca), interleucinas (IL), nomeadamente IL-
1 e IL-6, leptina, adiponectina e resistina (adipocitocinas), os quais serao abordados
novamente na seccao 1.5.4.

O principal mecanismo envolvido no processo de insulinorresisténcia associada a
mediadores inflamatorios € a interferéncia com a via de sinalizacdo da insulina (Tilg e
Moschen, 2008). Estes mediadores activam vias intracelulares que promovem a
fosforilacao dos residuos de serina das proteinas IRS, o que impede a fosforilacao dos
residuos de tirosina dessas proteinas e bloqueia a transducao do sinal a partir do
receptor de insulina (ver seccao 1.2.4.4). Duas das principais vias inflamatorias
associadas a insulinorresisténcia sao a via dos JNK (cinases N-terminal do c-Jun) e do
IKK (inibidor do cinase do NFkB) ? (Wellen e Hotamisligil, 2005). Numa condicdo de
obesidade, a actividade da via dos JNK esta aumentada no figado, musculo e tecido
adiposo, sendo que a perda do JNK-1 previne o desenvolvimento da insulinorresisténcia
em modelos animais de obesidade genética e induzida pela dieta (Hirosumi et al., 2002;
Wellen e Hotamisligil, 2005). O mecanismo exacto pelo qual os JNK exercem a sua
accao promotora da insulinorresisténcia permanece por esclarecer.

Indicam-se na tabela Il alguns aspectos da accao dos principais agentes

inflamatorios e humorais associados ao processo de insulinorresisténcia.

' Na obesidade, o aumento da adiposidade pode levar a uma maior producio de mediadores inflamatérios e,
consequentemente induzir ou agravar o estado de insulinorresisténcia; a relacdo obesidade-
insulinorresisténcia sera discutida em maior detalhe na seccao 1.5.4.

2 0s JNK (JNK-1, -2 e -3) pertencem a familia dos MAPK (proteina cinases activados pelo mitogénio); outros
cinases membros desta familia sao os ERK (cinases regulados extracelularmente) e os p38 MAPK (Bloch-
Damti e Bashan, 2005). A via do IKK pode fosforilar directamente os IRS nos residuos de serina ou
promover a producao de mdltiplos mediadores inflamatorios, tais como o TNFo e a IL-6 (Wellen e
Hotamisligil, 2005). Estas vias também podem ser activadas por espécies reactivas de oxigénio (R0OS), o
que é abordado em baixo.
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Tabela Il - Factores inflamatorios e humorais (citocinas e adipocitocinas) envolvidos na regulacdo
da sensibilidade a insulina (insulinorresisténcia). TNF-o, tumor necrosis factor-e;, IL, interleucina;
TGFB, transforming growth factor; BMP-9, bone morphogenetic protein 9; *NO, mondxido de
azoto (6xido nitrico); iNOS, sintase do °NO (indutivel); RBP-4, retinol-binding protein 4; IRS,
substrato do receptor da insulina; IKK, inibidor do cinase do NF«kB; JNK, cinases N-terminal do c-
Jun; Akt/PKB, proteina cinase B; HISS, substancia hepatica sensibilizadora da insulina. T,
aumento; |, diminuicdo ou reversdo. Tabela adaptada de Wellen e Hotamisligil, 2005. Esta
tabela continua nas paginas seguintes.

FACTOR Accao metabolica MECANISMO DE ACGAO

TNF-a T insulinorresisténcia Fosforilacdo dos residuos de serina da proteina IRS-1
(Wellen e Hotamisligil, 2005), através da activacdo da

via do IKK (Yuan et al., 2001).

IL-1 T insulinorresisténcia Fosforilacdo dos residuos de serina do IRS-1 (Tilg e

Moschen, 2008).

IL-6 T insulinorresisténcia Inibicdo da fosforilacdo dos residuos de tirosina do
IRS-1 e do IRS-2 e/ou inducao da degradacao
proteossomal dos IRS (Wellen e Hotamisligil, 2005; Tilg
e Moschen, 2008).

Resistina T insulinorresisténcia Accédo oposta a da adiponectina; promove o aumento
da producao de TNF-a, IL-6 e degradacao
proteossomal dos IRS, a qual estd associada com

insulinorresisténcia hepatica (Tilg e Moschen, 2008).

Chemerin T insulinorresisténcia Secretada por adipdcitos; tem accdo autdcrina e/ou
paracrina; parece aumentar o aporte de glucose
insulinodependente potenciando a sinalizacao da

insulina (Takahashi et al., 2008).

*NO indutivel T insulinorresisténcia Activado como resposta inflamatéria aguda; inibicao
(iNOS) da fosforilacdo dos residuos de tirosina do receptor da

insulina e/ou IRS (Tsuchiya et al., 2007).

RBP-4 T insulinorresisténcia Produzida nos adipdcitos, inibe a fosforilacdo dos IRS
nos adipocitos; estimula a gluconeogénese hepatica,
promovendo a expressao do fosfoenolpiruvato
carboxicinase; e inibe a sinalizacdao da insulina no

musculo (Yang et al., 2005).
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Tabela Il (cont.)

FACTOR Accao metabolica  MECANISMO DE ACCAO

TGFB/BMP-9 ' | insulinorresisténcia Inibe a diferenciacio de adipécitos e o
? desenvolvimento de tecido adiposo (Wellen e
Hotamisligil, 2005); activa ou potencia a via da HISS

(Chen et al., 2003; Caperuto et al., 2008).

Leptina ! insulinorresisténcia Diminui o apetite (Wellen e Hotamisligil, 2005), a
o _ .. gluconeogénese e os triacilglicerois ectopicos (Tilg e
T insulinorresisténcia

Moschen, 2008), mas parece activar o sistema

) nervoso simpatico (Wilding, 2003).

Adiponectina | insulinorresisténcia Inibe algumas accées do TNF-a; decresce a glicémia e
os niveis plasmaticos de acidos gordos, aumentando a
oxidacao de acidos gordos; aumenta a sensibilidade a
insulina no tecido adiposo e figado (Wellen e

Hotamisligil, 2005; Tilg e Moschen, 2008).

Visfatin 2  insulinorresisténcia Parece ser insulinomimética (Wellen e Hotamisligil,
2005); liga-se ao receptor de insulina num local
distinto desta e aumenta o aporte de glucose em

adipocitos e miocitos (Adeghate, 2008).

Vaspin ! insulinorresisténcia E um inibidor de serina protease, derivado do tecido
adiposo visceral; aumenta a sensibilidade a insulina
por um mecanismo ainda desconhecido (Li et al.,
2008) e modula a expressao do TNF-a, leptina,

adiponectina e resistina (Hida et al., 2005).

' O BMP-9 (bone morphogenetic protein 9), da familia dos TGFP (transforming growth factor), parece
aumentar a sensibilidade a insulina por estimulacdo da via da HISS (Caperuto et al., 2008); embora
Caperuto e colaboradores sugiram que o BMP-9 é a HISS, tal ndo é de todo consensual (Groop, 2003).

2 Visfatin, também conhecida como PBEF (pre-B cell colony-enhancing factor), é sintetizada principalmente
pelos adipocitos viscerais; paradoxalmente, estda aumentada em modelos animais de obesidade e
insulinorresisténcia (Tilg e Moschen, 2008).
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Tabela Il (cont.)

FACTOR Accao metabodlica MECANISMO DE ACCAO

Apelin ! insulinorresisténcia Embora os mecanismos sejam ainda desconhecidos,
) sabe-se que a administracdo de apelin (exdgena)

diminui a glicémia, a insulinémia e a adiposidade,

sem alterar o apetite (Higuchi et al., 2007).

IL-10 ! insulinorresisténcia Inibicdo da producao de TNF-o e IL-6 (van Exel et al.,
2002); bloqueio da accao deletéria da IL-6 no figado

e musculo esquelético (Kim et al., 2004).

IL-18 d insulinorresisténcia Aumento do aporte de glucose insulinodependente
em adipdcitos, activando a via do Akt/PKB (Yang et

al., 2007); controlo do apetite (Netea et al., 2006).

(iv) Glucotoxicidade

A hiperglicémia cronica diminui ela propria a accao da insulina, pelo que é uma
causa de insulinorresisténcia especificamente associada a diabetes (Yki-Jarvinen et al.,
1987). De acordo com alguns autores, um dos mecanismos celulares pelos quais a
hiperglicémia cronica induz insulinorresisténcia € o aumento de actividade da via das
hexosaminas, que resulta numa elevada glicosilacao proteica e consequente perda de
funcao proteica ' (Patti et al., 1999; Yki-Jarvinen, 2003). Para além disso, este processo
parece estar envolvido na baixa fosforilacao ds tirosina das proteinas IRS-1 e na baixa
actividade do Akt/PKB no musculo esquelético (Hebert et al., 1996; Patti et al., 1999).
Por outro lado, a glucotoxicidade pode passar por uma elevacao dos niveis de espécies
reactivas de oxigénio (ROS), os quais também tém efeitos deletérios sobre a via de

sinalizacao da insulina (Kaneto et al., 2004; Wellen e Hotamisligil, 2005).

' A via das hexosaminas envolve a formacdo de difosfato de uridina-N-acetilglucosamina, que se liga
(glicosilacao) a residuos de serina e treonina de diversas proteinas (Yki-Jarvinen, 2003).
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(v) Stress oxidativo

Actualmente, é reconhecido que a diabetes franca esta associada a um estado de
stress oxidativo acentuado, o qual pode estar envolvido no desenvolvimento ou
agravamento da insulinorresisténcia periférica (Rudich et al., 1999).

Os metabolismos glicidico e lipidico conduzem a um aumento da producao
mitocondrial de ROS, elevadas em situacdes de obesidade e que activam vias
inflamatorias, algumas delas discutidas anteriormente nesta seccdo, contribuindo ou
agravando o estado de insulinorresisténcia (Wellen e Hotamisligil, 2005). Uma das vias
metabolicas normalmente associadas ao stress oxidativo € a via dos JNK, da familia dos
MAPK (proteina cinases activados pelo mitogénio) (Wellen e Hotamisligil, 2005); a via
dos UJNK é também denominada via do proteina cinase activada pelo stress (SAPK)
(Kaneto et al., 2004). Com efeito, a activacao da via das MAPK por ROS tem sido
associada a resisténcia a insulina em células do muUsculo esquelético, sendo que a
prevencao contra a activacao desta via (MAPK) induzida por ROS implica a manutencao
dos niveis de glutationo intracelular na forma reduzida (GSH) (Maddux et al., 2001).

Um aspecto importante no contexto do stress oxidativo e da presente dissertacao
€ a observacdo de que os niveis de glutationo estdao diminuidos em individuos
insulinorresistentes e/ou com diabetes tipo 2 (Ceriello et al., 1997; Ceriello e Motz,
2004; Opara, 2004). Para além de a manutencao do glutationo na forma reduzida (GSH)
parecer ser um mecanismo intracelular central na defesa antioxidante (Rudich et al.,
1999), o GSH é também essencial para a sintese da HISS e, consequentemente, para a

sensibilidade a insulina pos-prandial (Guarino et al., 2003) .

' 0 grupo de Lautt observou também que a inducio de stress oxidativo no figado conduz a perda de accio
da HISS e consequentemente a uma condicao de insulinorresisténcia pos-prandial (Ming et al., 2006).
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(vi) Diminuicdo da ac¢ao da HISS

A perda de accao da HISS parece também ser um factor de grande importancia
no desenvolvimento da insulinorresisténcia pos-prandial. Em varios modelos animais,
observou-se que alteragdes da via da HISS contribuem sobremaneira para a condicao de
insulinorresisténcia, nao se podendo excluir que a baixa accao da HISS possa originar os
outros factores anteriormente referidos. Os modelos conhecidos de insulinorresisténcia
dependente da inibicao da via da HISS sao discutidos na seccao seguinte.

Na figura 1.9, apresenta-se um esquema-resumo dos principais factores e
aspectos relacionados com o desenvolvimento de insulinorresisténcia discutidos nesta

seccao.
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Figura 1.9: Principais factores associados ao desenvolvimento de insulinorresisténcia. Embora a
glucotoxicidade seja mais relevante num estado de diabetes franca (hiperglicémia), foi também incluida. A
reducédo da via da HISS é importante, pois implica uma perda de accao da insulina no musculo esquelético,
principal tecido captador de glucose. O aumento da adiposidade é também relevante, uma vez que a
insulinorresisténcia acompanha frequentemente a condicdo de obesidade. TAG, triacilglicerois; HISS,
substancia hepatica sensibilizadora da insulina; GSH, glutationo reduzido; JNK, via dos cinases N-terminal
do c-Jun; IKK, via do inibidor do cinase do NFkB. T, aumento; {, diminuicéo.
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1.5.2. INSULINORRESISTENCIA ASSOCIADA A DISFUNGAO DA VIA DA HISS

- MODELOS E ALTERAGOES FISIOPATOLOGICAS CONHECIDOS

Como referido anteriormente, existem varios modelos fisiopatologicos nos quais
a perda de accao da HISS é o uUnico ou, pelo menos, o principal factor responsavel pela

insulinorresisténcia pos-prandial.

1.5.2.1. Alimentacdo com dieta rica em sacarose

O rato alimentado com uma dieta rica em sacarose desenvolve
insulinorresisténcia na auséncia de obesidade e hipertensao (Pagliassotti et al., 1994;
Ribeiro et al., 2005). Esta descrito que uma alimentacao com elevado teor de sacarose
leva ao desenvolvimento de insulinorresisténcia no musculo esquelético (Kim et al.,
1999; D'Alessandro et al., 2000), sem inducao de obesidade visceral ou generalizada
(Pagliassotti et al., 1994). Adicionalmente, observou-se que a actividade dos nervos
parassimpaticos hepaticos, e concomitantemente da via da HISS, estdo também
alterados nesses animais, o que parece estar na origem da insulinorresisténcia pos-
prandial observada (Ribeiro et al., 2005). De facto, ratos alimentados com sacarose
durante duas semanas apresentam uma sensibilidade a insulina pos-prandial total baixa
e semelhante a sensibilidade a insulina obtida apo6s bloqueio da via da HISS, sugerindo
que a insulinorresisténcia nestes animais é inteiramente devida a perda de accao desta
via (Ribeiro et al., 2005). Esta afirmacao é consubstanciada pelas observacées de que o
stress oxidativo esta aumentado e os niveis hepaticos de GSH estdo diminuidos em ratos
alimentados com dieta rica em frutose ou sacarose (Chaudhary et al., 2007; Oudot et
al., 2008), uma vez que, como referido na seccao anterior, o stress oxidativo parece
estar envolvido no processo de insulinorresisténcia e o GSH hepatico é necessario para a

sintese da HISS.
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1.5.2.2. Envelhecimento

O aparecimento da diabetes tipo 2 em humanos ocorre predominantemente apods
a idade dos 50 anos (Hales, 1997). Para além disso, a esmagadora maioria dos doentes
diabéticos tipo 2 é insulinorresistente (Ferrannini, 1998) e essa insulinorresisténcia
antecede em varios anos o estabelecimento da diabetes franca, sugerindo que o
envelhecimento induz alteracdes na accao da insulina (Basu et al., 2003).

Recentemente, o grupo de Lautt e o nosso observaram que as alteracdes de
sensibilidade a insulina com a idade sdao mais evidentes no estado pos-prandial e que a
perda de accdo da via da HISS é o principal factor conducente a insulinoresisténcia no
envelhecimento (Lautt et al., 2008; Ribeiro et al., 2008). No estado de jejum, a
sensibilidade a insulina n&o difere entre o rato jovem-adulto e o rato velho, sendo que a
elevacao da accdao da insulina que ocorre normalmente ap6s uma refeicao €
substancialmente reduzida com a idade (Ribeiro et al., 2008). Apesar de alguns autores
sugerirem a existéncia de diferencas de sensibilidade a insulina entre os dois sexos
(Franssila-Kallunki et al., 1992), nestas experiéncias observou-se que o envelhecimento
afecta a sensibilidade a insulina de modo independente do sexo (Ribeiro et al., 2008).

Varias observacoes convergem para a hipotese de que é a reduzida accao da HISS
o principal contribuinte para a insulinorresisténcia pés-prandial no envelhecimento.
Tem sido sugerido que o envelhecimento e muitas patologias a ele associadas resultam
da perda gradual de funcdo parassimpatica (Lee et al., 2004), tanto no que respeita ao
sistema cardiovascular (O'Brien et al., 1986), como gastrointestinal (Phillips e Powley,
2007), entre outros. Estas observacoes estdao de acordo com os resultados do nosso
grupo, segundo os quais o efeito da administracao de atropina diminuiu
significativamente entre a idade jovem-adulta, que no rato corresponde as 8-9 semanas,
e a idade avancada (52 semanas no rato) (Ribeiro et al., 2008). A disfuncao

parassimpatica pode estar na origem da inibicao da via da HISS.
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Por outro lado, o metabolismo do *NO, que também ¢é importante para a sintese
da HISS, sofre algumas modificacées com a idade, sendo que a actividade dos NOS
constitutivos (eNOS e nNOS) parece diminuir em relacao a actividade do iNOS, o qual é
induzido em processos inflamatorios, contribuindo para o aumento do stress oxidativo
observado no envelhecimento (Patruno et al., 2007). Mais ainda, a capacidade
antioxidante decresce com a idade (Rebrin e Sohal, 2004; Lautt et al., 2008), num
processo que parece envolver a diminuicdao dos niveis intracelulares de GSH (Wu et al,
2004 [J Nutr 134:489]), incluindo no figado (Rebrin et al., 2003; Hyogo e Yamagishi,
2008). De facto, o excesso de radicais livres pode conduzir a insulinorresisténcia,
embora o inverso tenha também sido sugerido (Lautt et al., 2008). De qualquer modo, o
aumento de stress oxidativo com a idade parece estar associado a diminuicao da
sensibilidade a insulina, a qual é devida essencialmente ao decréscimo de accao HISS. A
diminuta accao da HISS pode, como anteriormente, resultar do proprio stress oxidativo,

de forma directa ou através da reducao dos niveis de GSH hepatico (figura 1.9).

1.5.2.3. Hipertensao

Varios estudos tém sugerido que a insulinorresisténcia esta fortemente associada
a hipertensao (Modan et al., 1985; Ferrannini et al., 1987). E, de facto, dados
epidemiologicos suportam a hipotese de que a hipertensdao arterial é muitas vezes
acompanhada de alteracbes no metabolismo glicidico e lipidico (Modan et al., 1985).

Para tentar clarificar a questdao da sensibilidade a insulina numa condicao de
hipertensao essencial, tém-se estudado os mecanismos de accao da insulina dependente
e independente da HISS em condicdbes de hipertensdao, recorrendo a ratos

espontaneamente hipertensos (spontaneously hypertensive rats, SHR)'. Observou-se que

' 0s SHR sdo frequentemente usados como modelos animais de hipertensao, sem obesidade e partilhando
varias caracteristicas com a hipertensao primaria humana (Trippodo e Frohlich, 1981).
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a insulinorresisténcia em SHR é unicamente devida a disfuncdo da componente de accao
da insulina dependente da HISS (Afonso et al., 2004; Ribeiro et al., 2007);
surpreendentemente, estes animais apresentam uma componente independente da HISS
aumentada relativamente aos controlos normotensos, o que podera constituir um
mecanismo compensatorio pela falta de accao da HISS (Ribeiro et al., 2007). As
disfuncoes do eixo parassimpatico-°NO presentes neste modelo de hipertensao (Wu e
Bohr, 1990; Young et al., 1997; Chen et al., 1998; Chou et al., 1998; Dowell et al.,
1999) podem ser responsaveis pela diminuta accdo da HISS ' (Ribeiro et al., 2007).

Adicionalmente, embora de forma algo especulativa, Lautt tem vindo a sugerir
que o principal efeito da accao da HISS no musculo esquelético é o aumento da glucose
armazenada sob a forma de glicogénio (Lautt, 2004). Se assim for, a falta de accao da
HISS pode explicar a observacao efectuada por Swislocki e colaboradores (1997),
segundo os quais nao ocorre reposicao dos niveis de glicogénio do mUsculo esquelético
de SHR apos uma refeicao (Swislocki et al., 1997). Ou seja, em SHR a concentracao de
glicogénio muscular é semelhante em jejum e no estado pos-prandial (Swislocki et al.,
1997), o que, segundo Lautt, pode dever-se a diminuicao da accao da HISS. Os mesmos
estudos revelaram ainda que o glicogénio hepatico varia com o estado prandial de forma
semelhante em SHR e ratos normotensos (Swislocki et al., 1997; Gouveia et al., 2000),
indicando que a diferenca na sensibilidade a insulina no pos-prandial reside na sua
accao no musculo esquelético, orgdo-alvo da accao da HISS (Ribeiro et al., 2007).

Uma vez que na vasta maioria dos estudos efectuados por outros investigadores a
sensibilidade a insulina foi avaliada em jejum ou o estado prandial ndo foi controlado

(Tsutsu et al., 1989; Buchanan et al., 1992; Frontoni et al., 1992), esses estudos nao

' A vasoconstricdo per se ndo parece estar na origem da insulinorresisténcia, ao contrario do sugerido por
Baron e colaboradores no inicio da década de 90 (Laakso et al., 1990). Segundo estes, a insulina tem uma
funcao vasodilatadora; a perda desta funcdo implica um menor afluxo sanguineo e, consequentemente,
menor aporte de glucose no muUsculo esquelético (Laakso et al., 1990). No entanto, a administracao
intravenosa de dadores de °*NO nao aumenta a sensibilidade a insulina, apesar do aumento do fluxo
sanguineo (Natali et al., 1998; Pitkanen et al., 1999; Guarino et al., 2003), o que contraria a hipotese
proposta por aqueles autores.
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contemplam a componente da HISS, que esta ausente no estado de jejum. Este dado é
importante, pois permite explicar alguma da controvérsia na questdao da existéncia de
insulinorresisténcia em SHR (Mondon e Reaven, 1988; Tsutsu et al., 1989; Hulman et
al., 1991; Buchanan et al., 1992; Frontoni et al., 1992), ja que apenas a accao da HISS
parece estar diminuida nesse modelo de hipertensao (Ribeiro et al., 2007).

Para além da hipertensao ou do envelhecimento, ha outras alteracoes
fisiopatologicas reconhecidamente associadas ao desenvolvimento de resisténcia a
insulina, sem que os mecanismos inerentes a essas associacdes sejam completamente
conhecidos. Duas dessas condicoes sao a obesidade e a diabetes mellitus tipo 2,
patologias fortemente associadas a insulinorresisténcia e das quais ndo se conhecia, até
a data, qual o estado da accao da insulina dependente da HISS. Nas seccoes 1.5.3 e
1.5.4 aborda-se a relacao da obesidade e da diabetes mellitus tipo 2 com a

insulinorresisténcia pos-prandial, a luz dos elementos ja descritos.

1.5.3. INSULINORRESISTENCIA E OBESIDADE

A obesidade € um excesso de massa gorda corporal (Garruti et al., 2008) e é o
factor mais claramente relacionado com a insulinorresisténcia e diabetes tipo 2. A
obesidade parece predispor para a diabetes por induzir a resisténcia a accao
hipoglicemiante da insulina. (Wilding, 2003).

Nesta seccao, serdo revistos os principais mecanismos e factores responsaveis
pela insulinorresisténcia associada a obesidade, em particular os que possam interferir

com a via de accao da HISS.
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Métodos de avaliacdo da obesidade

- quantificacao e localizacdo da adiposidade

A obesidade é habitualmente definida em termos de indice de massa corporal
(IMC), isto &, a massa (ou peso corporal) dividida pelo quadrado da altura (kg/m?):

(massa corporal total)

IMC (kg/m*) =
(kg/m’) (altura)?

(Equacao 1.3)

Com um IMC acima de 25 kg/m?, considera-se que o individuo tem excesso de peso,
sendo que acima de 30 kg/m? ja é considerado obeso. No entanto, o IMC ndo reflecte de
forma correcta se um eventual excesso de peso se deve a presenca de adiposidade
excessiva e muito menos a sua localizacao, pelo que nao é o método mais preciso para
avaliar a obesidade .

A massa gorda corporal (total) também pode ser estimada recorrendo a
determinacao da densidade corporal (massa/volume), assumindo que a densidade da
gordura € 0.9 kg/l e a da massa nao gorda é 1.1 kg/l (Jebb, 1999). A determinacao da
densidade pode ser efectuada por pesagem do individuo dentro de agua ou por uma
tecnologia de deslocamento de ar (bod-pod), descrita por Dempster e Aitkens (Dempster
e Aitkens, 1995).

A analise de raios X de energia dual (energy-dual X-ray absorptiometry, DEXA)
analisa os tecidos moles, distinguindo a massa gorda da massa nao gorda em humanos.
Este método radiologico € extremamente rigoroso, permitindo detectar pequenas
variacdes de massa gorda, e possibilita ja alguma diferenciacdo na localizacdo da
adiposidade. Contudo, o equipamento utilizado para o efeito é especifico e bastante

dispendioso (Jebb, 1999), o que explica a sua pouca utilizacao.

! Por exemplo, um atleta cuja razdo massa gorda/massa muscular seja inferior ao de uma pessoa normal,
podera apresentar um IMC acima do considerado normal; obviamente ndo é obeso. O IMC é muito utilizado
na pratica clinica e em estudos epidemioldgicos por ser facil de medir, devendo ser encarado como
indicador de possivel excesso de peso, que nao deve excluir o recurso a outro(s) meio(s) de avaliacao
complementar.
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A massa gorda corporal (total) pode ainda ser medida por bioimpedancia ou
impedancia eléctrica. Esta técnica baseia-se no principio de que a gordura funciona
como um circuito RC (resisténcia-capacitancia), quando submetida a uma corrente de
frequéncia adequada (baixa intensidade), permitindo inferir a impedancia corporal, a
qual é proporcional ao contetido de 4gua corporal - impedancia bioeléctrica tetrapolar
(Hoffer et al., 1984). Este método pode ser facilmente utilizado na clinica, pois é de
execucao relativamente facil, apresentando uma elevada reprodutibilidade. A
impedancia bioeléctrica tetrapolar esta descrita nao sé para aplicacdo em humanos
(Hoffer et al., 1984; Lukaski et al., 1986), mas também em animais, nomeadamente
ratos (Hall et al., 1989). Este foi o método utilizado para medir a massa gorda corporal
no ambito da presente dissertacdo; uma descricao mais detalhada desta técnica pode

ser consultada na seccao 3.12.

As técnicas apresentadas até ao momento nao permitem estudar a distribuicao
da massa gorda corporal; por exemplo, ndao é possivel diferenciar a adiposidade
subcutanea da adiposidade visceral e/ou abdominal, o que tem sido descrito como um
factor determinante para o desenvolvimento da insulinorresisténcia. *

As medicoes do perimetro da cintura ou da razao dos perimetros cintura/anca
permitem obter uma indicacdo aproximada da distribuicao da gordura corporal, em
particular na avaliacdo da adiposidade central (abdominal). Este método ¢é

relativamente eficaz quando comparado com técnicas mais avancadas, com as quais a

' A bioimpedancia mede essencialmente o volume de agua corporal, pelo que o estado de hidratacio do
individuo ou animal é importante.

2 Embora diversos estudos sugiram que a gordura visceral é mais relevante do que a gordura subcutinea
para o estabelecimento dos distUrbios metabolicos observados na insulinorresisténcia e na diabetes, tal
nao é consensual, havendo autores que nao atribuem uma importancia maior a uma dada componente
adiposa relativamente a outra (Barzilai et al., 1999; Korach-Andre et al., 2005; Lindmark et al., 2005;
Milagro et al., 2006; Pitombo et al., 2006; Bergman et al., 2007).
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razao cintura/anca se correlaciona (Lemieux et al., 1996) e, por ser de execucao
simples, é bastante utilizado na pratica clinica, mas € também pouco rigoroso.

Actualmente, as técnicas ndo invasivas mais precisas para avaliacdo da
distribuicao da adiposidade baseiam-se na imagiologia. Com efeito, tanto a tomografia
axial computorizada (TAC), como a ressonancia magnética nuclear (RMN), permitem a
analise da composicao corporal orgdo a 6rgao, tecido a tecido (Jebb, 1999). Porém, os
custos destas técnicas sao elevados e, tal como a DEXA, os equipamentos podem
apresentar sérias limitacoes para pessoas obesas.

No presente trabalho, realizado em ratos, quantificou-se a massa gorda
abdominal de forma directa, isto €, colheram-se e pesaram-se as adiposidades peri-
renal, peri-entérica e epididimal, no periodo post mortem. Esta técnica € a mais
precisa e rigorosa, embora nao seja frequente nem facilmente utilizada em humanos in

vivo. Os procedimentos efectuados sao apresentados em detalhe na seccao 3.12.

Mecanismos e mediadores de insulinorresisténcia em

condicoes de obesidade

O agravamento da condicao de obesidade é, regra geral, acompanhado por um
declineo da sensibilidade a insulina. InUmeros defeitos na accao da insulina e em
particular na sinalizacao intracelular da insulina tém sido descritos em doentes obesos.
Ha varias explicacoes possiveis para esta associacao. Algumas destas explicacoes ou
factores foram mencionados na seccao 1.5.1, mas os mecanismos que envolvem o0s
factores especificamente relacionados com a obesidade sao descritos nesta seccao e

sumarizados na figura 1.10, da pagina seguinte.
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Figura 1.10: Principais mecanismos de associacdo entre a obesidade e insulinorresisténcia. Note-se que,
apesar das setas apresentadas serem unidireccionais, nao se pode excluir que a insulinorresisténcia também

conduza ou agrave a condicao de obesidade. HISS, substancia hepatica sensibilizadora da insulina.

Aumento da lipélise e dos acidos gordos livres - adiposidade visceral. De acordo com

0 que esta descrito na literatura, um dos principais mecanismos pelos quais o aumento
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da massa gorda, em particular da visceral, parece agravar a insulinorresisténcia é o
aumento da lipdlise, que resulta numa elevacao dos acidos gordos livres em circulacao
(figura 1.10). Este aumento de acidos gordos parece afectar a competicao entre a
oxidacao glicidica e a oxidacao de acidos gordos - ciclo de Randle ou dos acidos gordos
(Wilding, 2003). Assim, na presenca de elevados niveis de acidos gordos livres, o
mUsculo procede principalmente a oxidacao daqueles compostos em detrimento da
glucose, através da inibicao do enzima hexocinase. No entanto, este mecanismo nao é
consensual, uma vez que a inibicao da oxidacao da glucose nao ocorre ao mesmo tempo
que a inibicao do aporte de glucose; e a sintese de glicogénio é também reduzida
(Kelley et al., 1993; Roden et al., 1996; Boden, 1997). Segundo a teoria portal esses
acidos gordos de origem visceral, drenados para a circulacao portal, vao ainda promover
a gluconeogénese hepatica, o que também reduz a utilizacao da glucose. O aumento da
adiposidade visceral também parece afectar o sistema nervoso autonomo, diminuindo a
actividade do parassimpatico e podendo inibir desta forma a accao da HISS (seccao

1.5.1).

Acumulagdo ectépica de lipidos. A acumulacao ectdpica de lipidos, nomeadamente
acidos gordos e triacilglicerois, em particular no musculo esquelético, parece estar
também relacionada com a ocorréncia simultanea de insulinoresisténcia e obesidade. A
deposicao de gordura no figado (esteatose) € outra forma de acumulacao ectopica de
lipidos, também habitualmente observada em individuos obesos e que pode levar a
insulinorresisténcia. Estes mecanismos foram abordados na seccao 1.5.1 e

representados na figura 1.10.

Hipertrofia adipocitaria e secrecao de factores humorais ou inflamatérios. O
aumento de tamanho das células do tecido adiposo parece promover a

insulinorresisténcia, independentemente da massa gorda corporal total ou da sua
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distribuicao. O mecanismo envolvido parece passar por uma maior secrecao de alguns
factores inflamatorios e/ou humorais que afectam a sensibilidade a insulina, quer pela
sua accao endocrina, paracrina ou autdcrina. Neste contexto, os principais produtos da
secrecao adipocitaria sao, para além dos acidos gordos livres, a leptina e a
adiponectina, que aumentam a sensibilidade a insulina; e o TNF-o, IL-1, IL-6 e a
resistina, os quais induzem ou agravam a condicao de insulinorresisténcia (tabela I,
seccao 1.5.1).

O TNF-a é expresso em adipocitos, tendo sido o primeiro mediador inflamatorio
a estabelecer uma ligacao molecular entre obesidade, inflamacao e insulinorresisténcia
(Wellen e Hotamisligil, 2005) (tabela Il), observando-se que murganhos obesos knock-
out para o TNF-a ou para os seus receptores apresentavam um aumento da sensibilidade
a insulina (Uysal et al., 1997). Conclusoes semelhantes foram obtidas a partir de
experiéncias em humanos (Tilg e Moschen, 2008).

A IL-1 é também pré-inflamatoria e promove insulinorresisténcia (tabela Il). Com
efeito, murganhos knock-out para a IL-1o apresentavam glicémias e insulinémias em
jejum mais baixas, bem como uma melhoria da sensibilidade a insulina, e a
concentracao de IL-1B parece correlacionar-se com o risco de diabetes tipo 2 em
humanos (Tilg e Moschen, 2008).

A adiposidade visceral parece ser um dos principais responsaveis pela secrecao
de IL-6 em humanos, sendo que as concentracdes desta decrescem paralelamente a
perda de peso e melhoria da sensibilidade a insulina em doentes submetidos a cirurgia
bariatrica (Tilg e Moschen, 2008), sugerindo um papel indutor de insulinorresisténcia
para este mediador inflamatoério (os mecanismos de accao conhecidos podem ser
consultados na tabela Il). Em murganhos obesos, a administracao de anticorpos anti-IL-6
aumentou a sensibilidade hepatica a insulina; embora nesse estudo os autores nao

tivessem observado alteracdes no aporte de glucose no musculo esquelético, tais
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experiéncias nao sao concludentes, pois foram realizadas no estado de jejum, em que a

accao da insulina nao é maxima, mesmo em condicdes fisioldgicas (Klover et al., 2005).
A leptina foi a primeira hormona descoberta (Ingalls et al., 1950) de um grupo de

compostos de origem adipocitaria, denominados de adipocitocinas, ao qual também

pertencem a adiponectina, resistina, chemerin e apelin, entre outras '

. A principal
funcao da leptina parece ser actuar no cérebro e noutros tecidos num processo de
retroaccao negativa da regulacao da homeostase energética. A leptina parece controlar
a saciedade via sistema nervoso central, regulando assim o apetite/ingestao de
alimentos (Wellen e Hotamisligil, 2005). Paradoxalmente, a obesidade, condicao
normalmente associada a elevados niveis de leptina circulante, resulta numa resisténcia
do sistema nervoso central a leptina, o que impede a accao da leptina enddgena e leva
a hiperleptinémia (Tilg e Moschen, 2008). A leptina é uma adipocitocina importante no
contexto da homeostase da glucose, uma vez que parece ser capaz de reverter a
hiperglicémia em modelos animais de obesidade genética, antes do restabelecimento do
seu peso (Tilg e Moschen, 2008). No entanto, o papel da leptina na accao da insulina
nao é consensual. Por um lado, parece contribuir para o aumento da sensibilidade a
insulina no musculo esquelético e no figado, através da diminuicdo da acumulacao
ectopica de lipidos (Kamohara et al., 1997; Minokoshi et al., 2002), sendo que alguns
estudos sugerem que a leptina inibe a gluconeogénese hepatica, reflexo do aumento da
accao da insulina, contribuindo o abaixamento da glicémia (Tilg e Moschen, 2008). Por
outro lado, outros autores referem que a leptina interfere com a accao da insulina no
figado e no tecido adiposo (Muller et al., 1997; Wilding, 2003), sendo que também

parece activar o sistema nervoso simpatico (Haynes et al., 1997), o que também pode

' Até A descoberta da leptina, o tecido adiposo era visto como um tecido de armazenamento passivo de
excesso energético. Actualmente, é reconhecido como um drgao activo, capaz de comunicar com outros
através da libertacdo de hormonas adipocitarias, como é o caso da leptina.
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conduzir a insulinorresisténcia periférica, nomeadamente por inibicao da via da HISS,
conforme discutido anteriormente, nas seccoes 1.3 e 1.4.

A adiponectina, também conhecida por Acrp30 ou AdipoQ, é também sintetizada
pelos adipocitos e aumenta a sensibilidade hepatica e periférica a insulina (Wilding,
2003; Wellen e Hotamisligil, 2005; Tilg e Moschen, 2008) (tabela Il). A sua secrecao
diminui com o aumento da adiposidade, em particular visceral acentuada, e em estados
de insulinorresisténcia (Tilg e Moschen, 2008).

A resistina é também uma adipocitocina. O seu nome deriva da accao que exerce
na sensibilidade a insulina, inibindo-a. Os seus niveis aumentam em condicoes de
obesidade, embora os seus efeitos em humanos estejam ainda em discussao (Tilg e
Moschen, 2008).

O envolvimento de alguns destes mediadores no desenvolvimento de

insulinorresisténcia encontra-se representado na figura 1.10.

Modelos animais de obesidade

Uma vez que nas experiéncias que conduziram a esta dissertacdao o animal de
laboratorio utilizado foi o rato, os modelos animais de obesidade utilizados sdo roedores
'. Nao se fard uma descricdo exaustiva acerca de todos os modelos existentes, mas
apenas uma breve referéncia aos mais comuns, com particular destaque para os dois
modelos utilizados: o rato Zucker obeso (OZR) e o rato alimentado com dieta de elevado
teor lipidico (HFD).

Os modelos de obesidade podem ser divididos quanto ao método através do qual

essa obesidade € induzida. A tabela Il apresenta um sumario desses modelos.

' Na tabela V, capitulo 3, apresenta-se uma relacdo das estirpes e modelos de ratos utilizados nas
experiéncias conducentes a presente dissertacao.

76



Ricardo A. Afonso
Dissertacao de Doutoramento

Tabela Ill - Modelos animais (roedores) de obesidade. VMH, hipotalamo ventromediano; PVN,
nlcleo paraventricular do hipotalamo; LH, hipotalamo lateral; NPY, neuropéptido Y. Adaptada de

Stock, 1999.

TIPO DE OBESIDADE / CAUSA

DESCRICAO

Dietética ou

nutricional

Dietas ricas em lipidos

Dietas ricas em glicidos
(sacarose)

Dieta de cafetaria

Elevado teor em lipidos; elevada palatilidade;
aumento do consumo (?)

Elevado teor em sacarose (glucose e frutose);
elevada palatilidade; aumento do consumo

Embora seja usada com o mesmo objectivo da
dieta lipidica, tem um maior
diversidade de nutrientes; apresenta
elevada palatilidade

nimero e
uma

Manipulacao

hipotalamica

Lesao cirdrgica (VMH, PVN)

Lesdo quimica

Estimulacao eléctrica (LH)

Administracao de NPY no
PVN hipotalamico

Inibicdo da saciedade por lesdes bilaterais do
VMH, centro da saciedade

Administracdo de glutamato monosodico ou de
tioglucose de ouro (por exemplo)

Estimulacao do apetite (LH é o centro da fome)

Estimulacao do apetite (NPY aumenta o apetite)

Metabolica Hipoglicémia insulinica Induz sensacao de fome - hiperfagia
gene ob Codifica para a leptina
gene db Codifica para o receptor da leptina
gene fa Codifica para o receptor da leptina
Genética
gene fat Codifica para o enzima carboxipeptidase E
gene tub Codifica para a proteina tubby

gene agouti

Codifica para a proteina agouti

Um método classico e muito utilizado desde ha décadas na experimentacdo

animal em obesidade (Steinbaum e Miller, 1965), mas também ainda hoje (Caperuto et

al., 2008), é o de manipular o hipotalamo, de forma a estimular o apetite e tornar o

animal

hiperfagico;

essa manipulacao pode envolver

bloqueio do hipotalamo
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ventromediano (VMH), responsavel pela saciedade, e/ou estimulacdao do hipotalamo
lateral (LH), responsavel pelo apetite (tabela IlI).

A hiperfagia também pode ser conseguida pela inducao de hipoglicémia através
da administracdo de insulina (Stock, 1999). Este método € pouco utilizado hoje em dia,
nao so6 por ser pouco fisioldgico, mas também porque interfere com muitos dos
parametros dos estudos a desenvolver.

Os métodos mais fisiologicos e mais proximos do que ocorre no desenvolvimento
da obesidade humana, sdo as manipulacdes dietéticas, sendo que as mais usuais sao as
“dietas de cafetaria”, solucoes de sacarose e dietas ricas em lipidos (tabela III).
Algumas destas dietas sao muito palateis, o que pode levar os animais a ingerir maior
quantidade, como é o caso da solucao de sacarose (Stock, 1999). No entanto, isto nao é
generalizavel, uma vez que o principal efeito da dieta hiperlipidica, por exemplo,
parece resultar da composicao da dieta em si e nao da quantidade ingerida (Pagliassotti
et al., 2000). De facto, a administracao da dieta rica em lipidos produz os mesmos
efeitos, mesmo que o total de contelido energético (caldrico) ingerido seja mantido
(Bailey e Flatt, 2003).

O rato alimentado com uma dieta rica em lipidos (HFD) foi um dos modelos
animais de obesidade utilizados neste trabalho. Esta descrito que a dieta rica em lipidos
aumenta o peso (massa) corporal do animal (Pagliassotti et al., 2000; Cruciani-
Guglielmacci et al., 2005; Srinivasan et al., 2005), acompanhado por um aumento da
deposicao de tecido adiposo (Paggliassotti et al., 2000) e uma diminuicao da tolerancia
a glucose (Straczkowski et al., 2001), bem como da sensibilidade a insulina (Cruciani-
Guglielmacci et al., 2005; Srinivasan et al., 2005). Apesar de alguns autores observarem
também um ligeiro aumento da glicémia nestes animais, variacoes da glicémia nao sao
consensuais, pelo que este ndo é um modelo de diabetes franca (Srinivasan et al.,

2005). No capitulo 3 apresenta-se uma descricao detalhada da composicao desta dieta
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(HFD) e no capitulo 5 discutem-se as suas implicacdes, tanto em termos de adiposidade,
como em termos de insulinorresisténcia pos-prandial.

Finalmente, um outro tipo de modelo animal de obesidade é o rato
geneticamente obeso. Estes animais apresentam uma mutacdao num dos genes da
obesidade: ob, db, fa, fat, tub, agouti (tabela Ill). O segundo modelo animal de
obesidade utilizado no trabalho apresentado nesta dissertacao (capitulo 6) foi um
modelo de obesidade genética: o rato Zucker (Fatty, fa/fa).

O rato Zucker obeso (Fatty, OZR), descrito pela primeira vez por Theodore e Lois
Zucker (Zucker, 1965), é portador de uma mutacao no gene fa (autossomica recessiva),
que codifica para o receptor da leptina (Kemmer et al., 1979). A mutacao pontual no
dominio extracelular do receptor da leptina que o OZR apresenta (Kemmer et al., 1979;
Fruhbeck, 1999; Ceddia et al., 2002), leva a uma reducao de 90 % na ligacao da leptina,
o que tem efeitos a nivel central, nomeadamente no controlo do balanco energético
(Phillips et al., 1996). Conforme discutido anteriormente, a leptina é actua
directamente no centro hipotalamico que controla a sensacao de saciedade. Deste
modo, a disfuncdao no receptor da leptina que o OZR apresenta, traduz-se num
comportamento hiperfagico, com consequente aumento de massa adiposa - obesidade
(Pagano et al., 1997). Para além da hiperleptinémia resultante dos defeitos no receptor
da leptina, o OZR apresenta uma acumulacdo ectdpica de triacilgliceréis (Unger e Orci,
2000) e alteracoes do metabolismo glicidico (Terrettaz et al., 1986; Sanderson et al.,
1996), resultando em insulinorresisténcia, acompanhada de hiperinsulinémia (10-20
vezes superior a dos ratos nao obesos) (Kemmer et al., 1979), embora a glicémia
permaneca normal ou apenas ligeiramente aumentada (Crettaz e Jeanrenaud, 1980;
Berthiaume e Zinker, 2002; Wright et al., 2003). O controlo ndo obeso do OZR é o rato

Zucker nao obeso (fa/+, lean, LZR).
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1.5.4. INSULINORRESISTENCIA E DIABETES TIPO 2

A diabetes tipo 2 resulta de uma combinacdo de factores genéticos e ambientais
(adquiridos), que afectam a sensibilidade a insulina nos varios tecidos, bem como o

funcionamento das células B-pancreaticas.

Etiologia da diabetes tipo 2

Diversos estudos tém sugerido que o desenvolvimento da diabetes decorre em
cinco fases (Borch-Johnsen et al., 1987; Kahn, 2001; Pratley e Weyer, 2001; Gerich e
Smith, 2003), nas quais intervém factores genéticos e factores ambientais. As cinco
fases do desenvolvimento da diabetes tipo 2 estdao representadas na figura 1.11. A
primeira fase inicia-se no nascimento, quando a homeostase da glucose esta normal,
mas o individuo apresenta ja factores, essencialmente genéticos, que o predispoem
para o desenvolvimento da diabetes. Durante a segunda fase, a sensibilidade a insulina
decresce, resultado da soma dos factores genéticos e dos factores ambientais, como o
estilo de vida; nesta fase, a homeostase da glucose é mantida gracas a compensacao das
células P-pancreaticas, que aumentam a sua actividade, produzindo uma
hiperinsulinémia compensatoria. Na terceira fase, a insulinorresisténcia agrava-se e as
células B entram em declineo, pelo que ja nao é possivel assegurar uma normal
tolerancia a glucose no estado pos-prandial; nesta fase, apesar da actividade das células
B estar ja diminuida relativamente as necessidades metabdlicas, ainda é suficiente para
controlar a glicémia em jejum. E na quarta fase, em que se agravam tanto a disfuncéo
B-pancreatica, como a insulinorresisténcia, que a glicémia em jejum aumenta, devido
ao aumento da producao endoégena (hepatica) de glucose, o que é o resultado directo da
perda de accdo da insulina no figado (ver seccao 1.5.1). Na quinta e ultima fase, a

glicémia em qualquer dos estados prandiais (jejum ou pos-prandial) atinge niveis
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diabéticos - hiperglicémia; note-se que a insulinémia pode ainda estar elevada
relativamente aos controlos, mas ja ndao ¢ suficiente para compensar a
insulinorresisténcia (Kashyap e Defronzo, 2007).

Na figura 1.11 apresenta-se um esquema temporal representativo da evolucao da

insulinorresisténcia e disfuncao B-pancreatica até ao estado de diabetes franca.
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Figura 1.11: Representacdo das 5 fases do desenvolvimento da diabetes tipo 2. Pode observar-se a
evolucao de: (A) glicémia; (B) funcado das células B-pancreaticas; e (C) sensibilidade a insulina. Note-se que
0 aumento da glicémia em jejum (GJ) é mais acentuado apenas numa fase tardia. TG, tolerancia a glucose;
GJ, glicémia em jejum; DT2, diabetes (franca) tipo 2. =, niveis normais; T, aumento; |, decréscimo.
Adaptada de Gerich e Smith, 2003.

Sabe-se agora que o estado inicial de insulinorresisténcia em que se mantém a

normoglicémia (fases 2-3, na figura 1.11) ndo é facilmente detectavel no estado de
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jejum, mas apenas no estado pds-prandial, em que é necessaria uma maior accao da
insulina para manter a homeostase da glucose, para o que contribui a via da HISS (Teff e
Townsend, 1999; Lautt, 2007; Caperuto et al., 2008).  Assim, no desenvolvimento da
diabetes associada a obesidade pré-existente, é consensual que numa fase precoce do
desenvolvimento da diabetes, a insulinorresisténcia induz uma adaptacao das células B,
que resulta na hipersecrecao de insulina, de modo a manter a homeostase da glucose
(Karam et al., 1974; DeFronzo, 1988; Reaven, 1995), a qual se mantém em situacao de
jejum, mas esta alterada no estado pos-prandial (Kahn, 2001). Posteriormente, parece
haver faléncia ou exaustao das células B, que deixam de secretar a quantidade de
insulina suficiente para a manutencao eficaz da glicémia, resultando entao no estado
diabético, caracterizado por uma hiperglicémia permanente, independentemente do

estado prandial (DeFronzo, 1988; Reaven, 1995).

Anomalias funcionais da célula S-pancreatica associadas a diabetes tipo 2

Sao varias as alteracoes da célula B-pancreatica que parecem ser responsaveis
pela diminuicdo da secrecao de insulina e concomitantemente pela hiperglicémia
diabética. Uma dessas anomalias € a reducdo ou completa auséncia da primeira fase de
secrecao de insulina (ver seccao 1.2.3) em resposta a glucose intravenosa, bem como
uma resposta da célula B mais lenta ou inexistente apds a ingestao de uma refeicao
mista. A segunda fase da libertacdao de insulina também é afectada. Por outro lado,
também estao descritas alteracoes nos pulsos de secrecao de insulina e oscilacdes nessa
secrecao.

A diminuicdao da funcao de célula B nao parece resultar de insensibilidade a
glucose, mas sim de uma reduzida capacidade de resposta da célula (Ward et al., 1984).

Apesar de haver alguma reducao da massa de células p no desenvolvimento da diabetes,
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esta nao parece ser a principal ou pelo menos Unica explicacdo para a incapacidade

secretora da célula B (Gerich e Smith, 2003).

Modelos animais de diabetes tipo 2

Ha inGmeros modelos animais que apresentam sindromes semelhantes ou
associados a diabetes tipo 2. Esses sindromes podem ocorrer de forma espontanea ou
induzida. '

A diabetes pode ser induzida experimentalmente por manipulacdo quimica,
cirlrgica, dietética e hormonal. Um exemplo destes modelos é o rato tratado com
baixas doses das B-toxinas estreptozotocina ou aloxano. Estes farmacos, em doses
baixas, induzem perda parcial de células B-pancreaticas, que causam uma
insulinodeficiéncia e hiperglicémia moderadas, caracteristicas de diabetes tipo 2
(Okamoto et al., 2008). O decréscimo da insulina pancreatica pode também ser
conseguido por pancreatectomia parcial. Em qualquer dos casos, a perda massa
pancreatica deve ser cerca de 90 % para induzir hipoinsulinémia, o que se torna
experimentalmente dificil de atingir sem causar uma insulinopénia total ou fatal
(diabetes tipo 1) (Bailey e Flatt, 2003). Outro procedimento hormonal/farmacologico
capaz de induzir diabetes é o da administracao de elevadas doses de hormonas contra-
reguladoras, como a glucagina ou glucocorticoides; por exemplo, a administracao de
dexametasona permite induzir insulinorresisténcia e hiperglicémia (Stojanovska et al.,
1990).

Na tabela IV apresentam-se estes e outros modelos animais de diabetes induzida.

' Apesar da enorme diversidade, nenhum sindrome animal mimetiza com exactiddo a diabetes tipo 2
humana.
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Tabela IV - Exemplos de modelos animais (roedores) de diabetes tipo 2. ZDF, Zucker Fatty
diabético; OLETF, Otsuka Long-Evans Tokushima fatty; peso, massa corporal; =, inalterada; T,

aumento; {, diminuicdo. Adaptada de Bailey e Flatt, 2003.

DESCRICAO
Tipo Modelo
Peso Glicémia Insulinémia
Baixas doses de =, | moderada T moderado | moderada
streptozotocina ou ou acentuado
Inducao
aloxano
experimental
Pancreatectomia parcial =, | moderada T moderado | moderada
ou acentuado
Rato ZDF T moderado T moderado T moderado

Espontanea

Murganho obeso (ob)
Rato Goto-Kakizaki (GK)

Rato OLETF

Rato do deserto

(Psammomys obesus)

Murganho diabético (db)

T acentuado 2

T moderado

T moderado

T acentuado

ou acentuado

T moderado ?
T moderado

T moderado

ou acentuado

T moderado

ou acentuado

T acentuado

T acentuado ?,

=, | moderada

T moderado °, =,

1 moderado ¢

T moderado, =,

1 moderado

T acentuado °,

=, { moderado

2 condicéo regride com a idade; ° ocorre durante o inicio do desenvolvimento do sindrome;
¢ alguns animais tornam-se insulinodependentes no envelhecimento.

Ha também diversos modelos animais (roedores) de diabetes tipo 2 espontanea.

Alguns deles sao apresentados na tabela IV.

Nos trabalhos em que se efectuaram estudos de diabetes e cujos resultados sao

apresentados no capitulo 7, utilizaram-se ratos Zucker diabéticos obesos (fatty, ZDF ou

ou ZDF/Drt fa). O rato ZDF é um modelo espontaneo de sindrome obesidade-diabetes
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(Clark et al., 1983), que pode ser criado a partir do cruzamento de ratos portadores da
mutacdo fa do receptor da leptina. Este modelo pode apresentar dois perfis de
glicémia-insulinémia. Por um lado, o ZDF pode desenvolver uma hiperglicémia
moderada, acompanhada de hiperinsulinémia, a qual ja ndo é suficiente para manter a
homeostase da glucose; ou, por outro lado, pode apresentar uma hiperglicémia
acentuada acompanhada pela queda dos niveis plasmaticos de insulina, sendo que neste
caso pode apresentar também uma perda moderada de peso (Friedman et al., 1991;
Slieker et al., 1992).

A semelhanca do que acontece com a diabetes humana, os mecanismos
concretos pelos quais a insulinorresisténcia conduz a diabetes franca no rato ZDF nao
sao completamente conhecidos. Para isto contribui o desconhecimento de qual o
impacto de factores ambientais, nomeadamente nutricionais, no grau de
insulinorresisténcia neste modelo. Estes e outros aspectos relativos a

insulinorresisténcia no rato ZDF serdao abordados no capitulo 7 da presente dissertacao.
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1.6. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE A INSULINA IN VIVO

A perda de accao hipoglicemiante da insulina traduz-se numa condicao de
insulinorresisténcia cuja persisténcia podera conduzir a diabetes. Torna-se assim
essencial a utilizacdao de métodos de avaliacao da sensibilidade a insulina rigorosos, que
permitam detectar tdo precocemente quanto possivel a perda de accao da insulina e
compreender os mecanismos fisiopatoldgicos associados a insulinorresisténcia. Nesta
seccao irdo abordar-se algumas das metodologias actualmente disponiveis e mais

utilizadas na avaliacdo da sensibilidade a insulina in vivo.

1.6.1. METODOS BASEADOS EM VALORES BASAIS DE GLICEMIA E INSULINEMIA

A glicémia no estado de jejum (8-12 h) é o meio de diagndstico mais comum para
a diabetes. Contudo, nao permite avaliar a capacidade secretora das células B-
pancreaticas nem a sensibilidade a insulina.

A insulinémia em jejum, por seu lado, é muitas vezes utilizada como marcador
clinico de insulinorresisténcia: o Grupo Europeu para o Estudo da Resisténcia a Insulina
considera que valores de insulinémia dentro do Gltimo quartil da populacdo sao
indicativos de insulinorresisténcia (Grundy et al., 2005).

As determinacdes de glicémia e a insulinémia podem ainda ser utilizadas para o
calculo de parametros de sensibilidade a insulina, que tém por base o estado
estacionario (jejum) e que sao obtidos por formulacdes matematicas, como é o caso do
HOMA (homeostasis model assessment) e do QUICKI (quantitative insulin sensitivity

check index), os modelos mais comuns.
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HOMA

Este modelo foi originalmente proposto por Mathews e colaboradores em 1985 e
a sua formulacao é a seguinte:

(G()XI()) 3
— Equacao 1.1),

22.5 (Fquac )
em que Gy, € a glicémia em jejum (mmol/l); lp, a insulinémia em jejum (mU/l); e 22.5,
€ uma constante empirica (Matthews et al., 1985). Valores mais elevados de index

HOMA correspondem a uma insulinorresisténcia mais marcada (Trout et al., 2007).

QUICKI

A formula QUICKI foi introduzida por Katz e colaboradores em 2000:

1
(logl, +1ogG,)

(Equacao 1.2),
em que Gy, € a glicémia em jejum (mg/dl); e Iy, é a insulinémia em jejum (mU/l) (Katz
et al., 2000). Quanto maior for o parametro QUICKI, maior é a sensibilidade a insulina
(Katz et al., 2000).

As grandes vantagens destes métodos (HOMA e QUICKI) sdao o baixo custo, facil
aplicacao e elevada reprodutibilidade. A maior desvantagem é que apresentam apenas
informacao dos mecanismos homeostaticos no estado de jejum, o que reflecte
maioritariamente os efeitos da insulina na producao de glucose hepatica; nenhum dos
métodos aborda convenientemente a accao periférica da insulina (Trout et al., 2007),
tanto mais que em jejum nao ocorre activacao da via da HISS (Lautt et al., 2001). Para
além disso, como se viu anteriormente, no estado de jejum ndo é possivel detectar

variacdes pequenas na sensibilidade total a insulina, nao sendo por isso detectadas

através do HOMA nem do QUICKI.
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1.6.2. O CLAMP EUGLICEMICO HIPERINSULINEMICO (HIEC)

O HIEC foi introduzido por Andres e colaboradores, em 1966 (Andres et al., 1966)
e tem sido considerado o teste gold standard para avaliacao da sensibilidade a insulina
em investigacao clinica, desde ha mais de 2 décadas (Sherwin et al., 1974; DeFronzo et
al., 1979).

O HIEC é realizado no estado de jejum (12 h de jejum) (Trout et al., 2007).
Trata-se de um teste dinamico, em que uma perfusdo continua de insulina é
acompanhada por uma perfusdo de glucose a uma taxa variavel, de modo a manter a
glicémia proxima do valor considerado normal para a glicémia em jejum, ou de outro
valor basal de glicémia, determinado arbitrariamente (DeFronzo et al., 1979; Patarrao
et al., 2007). A perfusao de insulina deve ser a uma taxa suficientemente elevada de
modo a suprimir a producao hepatica de glucose (Trout et al., 2007). Por vezes,
administra-se também somatostatina a fim de inibir a secrecao de insulina e glucagina
(Moore et al., 2002). Uma vez que o HIEC se baseia numa condicao de estado
estacionario, a perfusao continua de insulina € mantida durante 2 a 4 h até que a taxa
de perfusao de glucose estabilize (Trout et al., 2007).

O parametro de avaliacao da sensibilidade a insulina determinado pelo HIEC é a
razao M/I, isto é, a quantidade de glucose metabolizada por minuto (M) por unidade de
concentracao de insulina (I); quanto maior for a razao M/I, mais sensivel a insulina sera
o individuo (DeFronzo et al., 1979).

O HIEC possui algumas limitacées que dificultam a interpretacao de resultados.
Por exemplo, durante o clamp a insulina é administrada de forma continua, o que nao
reflecte as variacoes inerentes a pulsatilidade observada na secrecao fisiologica de
insulina endégena (Radziuk, 2000; Reid e Lautt, 2004; Grubert et al., 2005) (ver seccao

1.2.3). A propria duracdo da perfusao de insulina € muito prolongada (2-4 h), o que,
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para além de ser pouco fisiologico (Radziuk, 2000), induz alteracdes marcadas no
sistema nervoso parassimpatico (Van De Borne et al., 1999), o que impede a
quantificacao da accao da insulina dependente da HISS (Reid et al., 2002) e nao permite
a realizacao de multiplos testes no mesmo individuo, no mesmo dia (Paolisso et al.,
1988). Esta € uma limitacao particularmente relevante para estudos mecanisticos ou
farmacoldgicos, pois impossibilita a realizacao de experiéncias emparelhadas ou mais
elaboradas.

Outra limitacao do HIEC é que é realizado em condicdes de estado estacionario,
o que nao reflecte verdadeiramente as condicées dinamicas que se observam apds uma
refeicdo (Trout et al., 2007). Com efeito, a accdo da insulina € maxima no estado pds-
prandial, apos activacao da via da HISS, mas o HIEC realiza-se no estado de jejum, o
que nao permite a quantificacao da accao maxima da insulina e dificulta o diagndstico
de insulinorresisténcia se esta se observar apenas no estado pds-prandial, como parece

acontecer em primeiro lugar e de forma mais acentuada (ver seccao 1.2.5).

1.6.3. O TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT)

No ITT, administra-se um bolus intravenoso de insulina (100 mU/kg) e a
sensibilidade a insulina é determinada pela taxa de decréscimo da concentracao
plasmatica de glucose (declive, Kir7); declives mais pronunciados indicam maior
sensibilidade a insulina (Hirst et al., 1993; Scheen et al., 1994). A dose de insulina
normalmente administrada causa a supressao do efluxo hepatico de glucose, pelo que a
diminuicao da glicémia é essencialmente devida a captacao de glucose pelos tecidos

periféricos (Scheen et al., 1994).
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O ITT é simples, rapido, requer pequenas amostras de sangue e é razoavelmente
preciso, permitindo separar grupos de individuos com sensibilidades a insulina
diferentes (Scheen et al., 1994; Reid et al., 2002). Para além disso, pode ser realizado
tanto no estado de jejum, como no estado pos-prandial, pelo que pode ser utilizado na
avaliacao da accao das componentes de accao da insulina dependente e independente
da HISS (Reid et al., 2002).

No entanto, a hipoglicémia induzida pela insulina é desagradavel e
potencialmente perigosa (Scheen et al., 1994), nao podendo o teste ser repetido no
mesmo individuo no mesmo dia (Reid et al., 2002). Por outro lado, a hipoglicémia pode
levar a libertacdo de hormonas contra-reguladoras, atenuando o decréscimo da glicémia

e falseando assim o resultado (Scheen et al., 1994).

1.6.4. TESTES DE TOLERANCIA A GLUCOSE ORAL (OGTT) E INTRAVENOSA (IVGTT)

A seguir a simples quantificacdo da glicémia em jejum, o OGTT é o método mais
utilizado na clinica para o diagnostico de diabetes (Trout et al., 2007). A base teorica e
pratica do ivGTT € muito semelhante a do OGTT.

Ambos os testes sao realizados apos 8-14 h de jejum (Scheen et al., 1994; Trout
et al., 2007).

No OGTT, administra-se uma dose de 75 g de glucose por via oral, seguindo-se a
medicao dos valores de glicémia durante 3 h (Scheen et al., 1994; Trout et al., 2007). O
diagnostico de diabetes é efectuado quando 2 h apos a ingestdao da glucose a glicémia
permanece acima de 200 mg/dl; se a glicémia esta no intervalo [140; 199] mg/dl, o

individuo considera-se intolerante a glucose (Trout et al., 2007).
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0 ivGTT convencional consiste na administracdo de um bolus intravenoso (iv) de
glucose (0.3 g/kg), seguido da determinacao da glicémia, também durante 3 h (Scheen
et al., 1994). Os dados e conclusdes obtidas pelo ivGTT sdo também os mesmos que
para o OGTT. Ambos os métodos avaliam a tolerancia a glucose.

E importante referir que a tolerancia a glucose e a sensibilidade a insulina sdo
conceitos distintos: a tolerancia a glucose é determinada apenas pela taxa de
diminuicao da glicémia, enquanto a sensibilidade a insulina envolve a medicdao da
cinética da glicémia e da insulinémia, neste caso em resposta a ingestao de glucose.
Assim, nem o OGTT nem o ivGTT medem, pelo menos de forma directa, a sensibilidade
a insulina, uma vez que as medicdes de glicémia nao permitem inferir da dinamica da
accao da insulina (Trout et al., 2007). Com efeito, a glucose administrada em ambos os
testes (OGTT e ivGTT) promove a secrecao de insulina pelo pancreas, que, caso esteja
diminuida, vai produzir um resultado de intolerancia a glucose, nao se podendo contudo
inferir acerca da accdo da insulina. Por outro lado, a existéncia de hiperinsulinémia
acompanhada de tolerancia a glucose normal ou diminuida em resposta a ingestao de
glucose, indica uma condicao de insulinorresisténcia (Bergman et al., 1985), que nao é
normalmente detectada por este método. '

Outras desvantagens do OGTT e do ivGTT é que apresentam uma fraca
reprodutibilidade e apenas se podem realizar uma vez por dia, uma vez que requerem
um jejum de 8-14 h (Trout et al., 2007). Para além disso, o OGTT depende do
esvaziamento do conteldo gastrico, o que pode ser um problema em individuos

diabéticos (Trout et al., 2007).

' Numa tentativa de adaptar o OGTT para obter pardmetros de avaliacdo da sensibilidade a insulina,
Matsuda e DeFronzo conceberam uma formulacdo matematica que recorre aos valores de glicémia e
insulinémia, em jejum e durante o teste (média) (Matsuda e DeFronzo, 1999). Analogamente, Bergman e
colaboradores criaram um método em que se realiza um ivGTT, medindo a glicémia e a insulinémia em
varios tempos pos-glucose e aplicando um modelo matematico (modelo minimal) que permite simular a taxa
de desaparecimento da glucose e obter um index de sensibilidade a insulina (Bergman et al., 1979).
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1.6.5. TESTE DE TOLERANCIA A UMA REFEICAO (MEAL TOLERANCE TEST, MTT)

Numa tentativa de estudar a capacidade de regulacao da glicémia numa situacao
mais fisiologica do que o OGTT, alguns autores medem o perfil glicémico em resposta a
ingestao de uma refeicao mista, composta por glicidos, lipidos e proteinas - MTT.

O procedimento efectuado na realizacao de um MTT é semelhante ao do OGTT,
na medida em que, apdés um jejum nocturno de 10-12 h, se administra uma refeicao

' (por via oral ou endogastrica) e se mede o perfil glicémico nas 3 h seguintes

mista
(Caumo et al., 2000; Berthiaume e Zinker, 2002; Steil et al., 2004); normalmente
determina-se também o perfil de insulinémia nesse periodo (Steil et al., 2004).

Uma vez que é composto por uma mistura equilibrada das varias classes de
nutrientes, este método (MTT) constitui um estimulo mais fisioldgico para a regulacao
da homeostase da glucose do que o OGTT, sem perda de sensibilidade (Berthiaume e
Zinker, 2002). Para além disso, o MTT parece induzir uma resposta B-pancreatica
significativamente superior, ja que a insulinémia pos-refeicao mista (MTT) parece ser
superior a insulinémia pos-glucose (OGTT), sendo que o aumento da glicémia no MTT é
inferior (Berthiaume e Zinker, 2002; Steil et al., 2004).

O MTT parece ser mais eficaz do que o OGTT na deteccao de pequenas
diferencas nas respostas glicémicas e insulinémicas ao estimulo alimentar, em particular
em condicbes de insulinorresisténcia (Berthiaume e Zinker, 2002). Os indices de
avaliacao da secrecao B-pancreatica e da sensibilidade a insulina obtidos a partir da
analise de modelo minimal aplicada ao MTT parecem ser também melhores do que os
obtidos pelo ivGTT (Steil et al., 2004). No entanto, tal como qualquer método que meca
a tolerancia a glucose, o MTT ndo avalia a sensibilidade a insulina de forma directa,

nem pode ser repetido no mesmo voluntario ou animal no mesmo dia.

' A dose e as concentracdes dos componentes da refeicio mista utilizadas no MTT n&o se encontram
standardizadas.
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1.6.6. O TESTE RAPIDO DE SENSIBILIDADE A INSULINA (RIST)

O RIST foi introduzido por Lautt e colaboradores, em 1996 (Xie et al., 1996) e
actualizado em 1998 (Lautt et al., 1998). A criacao do RIST surgiu da necessidade de
efectuar uma avaliacao da sensibilidade a insulina in vivo repetidas vezes no mesmo
animal ou individuo, por exemplo antes e depois de cada manipulacao (farmacolégica
e/ou cirlrgica), o que nao era possivel com os métodos anteriormente disponiveis (Lautt
et al., 1998; Patarrao et al., 2007; Patarrao et al., 2008).

Esta foi a metodologia escolhida para avaliar a sensibilidade a insulina nos
trabalhos conducentes a presente dissertacdo. Uma descricdo mais detalhada dos
procedimentos do RIST é apresentada no capitulo 3.

Tal como o HIEC, o RIST também é um clamp euglicémico, em que a taxa de
perfusao de glucose € ajustada de forma a manter a euglicémia, apds a administracao
intravenosa de insulina (50 mU/kg). No entanto, no RIST, a insulina € administrada
apenas durante 5 min, o que tem a vantagem de se aproximar mais da libertacao
dindmica de insulina pelas células B-pancreaticas (Lautt et al., 1998). Para além disso,
esta administracao de insulina de curta duracao nao parece afectar o sistema nervoso
parassimpatico (Reid et al., 2002), o qual é importante para a accao periférica da
insulina, em particular no estado pos-prandial.

O parametro de sensibilidade a insulina obtido pelo RIST é a quantidade total de
glucose necessaria para manter a euglicémia, designado por RIST index. Os resultados
obtidos com o RIST sdo comparaveis aos do ITT (Reid et al., 2002), mas com a vantagem
de se poderem realizar varios testes no mesmo animal, em jejum ou no estado pos-
prandial, antes e apds intervencao farmacologica/cirirgica. O RIST tem uma curta
duracdo e um impacto minimo nas condicbes fisiologicas, uma vez que nao induz
alteracoes significativas dos niveis arteriais de glucose, insulina, glucagina ou

catecolaminas (Xie e Lautt, 1995a; Xie e Lautt, 1996b), podendo ser repetido com
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elevada reprodutibilidade até quatro RISTs consecutivos num mesmo animal (Xie e
Lautt, 1995a; Lautt et al., 1998). Recentemente, demonstrou-se que também em
humanos é possivel executar multiplos RISTs no mesmo dia e no mesmo individuo
(Patarrao et al., 2007; Patarrao et al., 2008).

O RIST apresenta ainda uma elevada sensibilidade, permitindo realizar curvas
dose-resposta para a insulina (Lautt et al., 1998), o que faz do RIST o método mais
vantajoso na determinacdao de pequenas diferencas na sensibilidade a insulina. Para
além disso, a aplicabilidade do RIST n&o se limita ao estado de jejum, podendo também
ser realizado no estado pos-prandial (Lautt et al., 1998; Lautt et al., 2001), quando a

accao da insulina é maxima.
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2. HIPOTESES E OBJECTIVOS

Os resultados apresentados nesta dissertacdo centraram-se essencialmente no
estudo da via de accao da insulina dependente da HISS. De uma forma geral, procurou-
se, por um lado, caracterizar o mecanismo fisioldgico de activacao da via da HISS que se
observa apods ingestdao de uma refeicao; por outro lado, pretendeu-se avaliar como é
que a contribuicao da via da HISS para a sensibilidade a insulina pos-prandial é afectada
em condicoes fisiopatolégicas, como a obesidade e diabetes mellitus tipo 2,
normalmente associadas a insulinorresisténcia.

Deste modo, a hipdtese geral testada é a de que a activacdo da via da HISS
ocorre no intestino em resposta a ingestdao de certas refeicoes, sendo esta via
responsavel pelo incremento de sensibilidade a insulina que ocorre do estado de jejum
para o pos-prandial. Adicionalmente, foi nossa hipdtese que modificacdes na sintese ou
accao da HISS, respectivamente a nivel hepatico ou muscular, estao relacionadas com a
perda de sensibilidade a insulina pos-prandial, em modelos animais de obesidade e
diabetes mellitus tipo 2.

No entanto, as experiéncias desenvolvidas no ambito desta dissertacao, cujos
resultados sdo apresentados e discutidos nos capitulos 4 a 7, pretendiam esclarecer

alguns aspectos especificos do estudo atras mencionado, os quais a seguir se enunciam.

Especificamente, o primeiro objectivo deste trabalho foi compreender a
fisiologia do aumento de sensibilidade a insulina que se observa apds uma refeicao.
Procurou-se comparar a eficacia de diferentes tipos de refeicdes na potenciacao da
accao da insulina. Pretendeu-se também avaliar o grau de envolvimento dos nervos
parassimpaticos hepaticos e da via da HISS neste mecanismo, uma vez que se sabe que a

via da HISS apenas esta activa no estado pds-prandial, fase em que é responsavel por
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50-60 % da accao hipoglicemiante da insulina ap6s uma refeicao (Lautt et al., 2001). Por
outro lado, alguns autores tém sugerido que os sistemas nervosos central e
parassimpatico parecem estar envolvidos num reflexo prandial que controla algumas
funcdes do tracto gastrointestinal (Konturek et al., 2004), pelo que se pretendeu
também estudar o papel diferencial do estomago e do intestino na activacao do
mecanismo de incremento da sensibilidade a insulina pos-prandial e a sua dependéncia
da actividade parassimpatica.

Deste modo, neste objectivo especifico, desenvolvido no capitulo 4, testaram-se
as hipoteses de que: (i) a administracao intra-gastrica de agua ou refeicoes glicidicas
nao afectam a accao da insulina, ao contrario de uma refeicao liquida mista; (ii) a
potenciacao da accao da insulina, induzida pela refeicao mista, depende da activacao
dos nervos parassimpaticos hepaticos e da via da HISS; (iii) o mecanismo pos-prandial de

incremento da accao da insulina dependente da via da HISS é despoletado no intestino.

0 segundo objectivo especifico, ja em modelos patologicos, foi estudar a forma
como a via da HISS é afectada por uma condicao de obesidade induzida por factores
ambientais, neste caso dietéticos. Uma vez que se sabe que a obesidade esta
intimamente associada a insulinorresisténcia e que dietas ricas em lipidos conduzem a
um estado de obesidade (Pagliassotti et al., 2000; Korach-Andre et al., 2005), procurou
avaliar-se a evolucdao da sensibilidade a insulina pods-prandial, e em particular da
componente de accao da insulina dependente da HISS, em animais alimentados com
uma dieta hiperlipidica durante diferentes periodos. Pretendeu-se também estudar a
correlacdo entre a variacdo da ac¢do da via da HISS e a adiposidade corporal, total e
abdominal.

Assim, a realizacdo das experiéncias cujos resultados sao apresentados e
discutidos no capitulo 5, teve como objectivo testar as seguintes hipoteses: (i) a

obesidade induzida pela dieta rica em lipidos esta associada a insulinorresisténcia pos-
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prandial, causada principalmente por um decréscimo da accao da insulina dependente
da HISS; e (ii) ha uma correlacdao negativa entre a acumulacao de massa adiposa e a

accao da via da HISS.

Em terceiro lugar, a realizacao desta dissertacdo também teve como objectivo
especifico a avaliacdo da sensibilidade a insulina no estado pods-prandial e a
caracterizacao da componente da HISS hum modelo de obesidade causada por factores
genéticos - o rato Zucker obeso (OZR). As deficiéncias congénitas do receptor da leptina
nestes animais tém sido associadas ao desenvolvimento de obesidade marcada,
acompanhada de insulinorresisténcia (Zucker, 1965; Kemmer et al., 1979), bem como a
disfuncoes do sistema nervoso parassimpatico (Teff e Townsend, 1999; Lindmark et al.,
2005) e do °NO (Squadrito et al., 1993; Morley e Mattammal, 1996). Uma vez que o eixo
parassimpatico-'NO é essencial para a accao da insulina dependente da HISS, nestes
estudos procurou-se quantificar a via da HISS e avaliar a contribuicao dos nervos
parassimpaticos e do “NO para a accao da HISS, em ratos jovens-adultos geneticamente
obesos (OZR).

Testaram-se as hipoteses de que: (i) a accao da insulina dependente da HISS esta
diminuida em OZR, o que contribui para a insulinorresisténcia nestes animais; e (ii) a
inibicao do parassimpatico e do °NO vao afectar a accao da insulina de forma
semelhante, sugerindo que as alteracdes na via da HISS nao se devem a disfuncao do
eixo parassimpatico-°NO propiamente dito, mas estdo localizadas a jusante da sintese

da HISS. Os resultados destas experiéncias apresentam-se e discutem-se no capitulo 6.

O quarto objectivo especifico foi estudar as alteracées da accao da insulina
dependente da HISS com o envelhecimento, em particular em modelos animais ja
insulinorresistentes na idade jovem, como o rato Zucker (OZR). Em experiéncias

anteriores, efectuadas em modelos nao patoldgicos, observou-se que a perda de
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sensibilidade a insulina pos-prandial com a idade é causada essencialmente pela
diminuicdo da accao da HISS (Lautt et al., 2008; Ribeiro et al., 2008). Neste estudo
pretendeu-se estudar o impacto do envelhecimento na accao da insulina total e
dependente da da HISS num modelo patolégico com uma condicao de obesidade pré-
existente - o0 OZR, das 9 para as 52 semanas de idade.

Assim, no ambito destes estudos testaram-se as seguintes hipoteses: (i) em
animais nao obesos (lean Zucker rats, LZR), a accao da insulina pds-prandial diminui
com o envelhecimento, principalmente devido a perda de accdo da via da HISS; (ii)) em
animais geneticamente obesos (OZR), a hipotese testada foi a de que a sensibilidade a
insulina, ja baixa na idade jovem-adulta, ndo sofre agravamento significativo com o
envelhecimento; (iii) a sensibilidade a insulina € sempre menor em animais obesos,
independentemente da idade.

Estas hipoteses foram testadas através das experiéncias cujos resultados também

constam do capitulo 6 desta dissertacao.

0 quinto objectivo especifico do trabalho apresentado nesta dissertacao foi
desenvolvido num modelo animal de obesidade e diabetes mellitus tipo 2 - o rato
Zucker diabético (ZDF). Na esmagadora maioria dos casos, a diabetes tipo 2 é
acompanhada de insulinorresisténcia, a qual parece preceder a diabetes propriamente
dita (Ferrannini, 1998). Sabe-se também que a accao da insulina é mais relevante no
estado pos-prandial e que as primeiras alteracoes a homeostase da glucose sao
observadas apos ingestdao de uma refeicao (Lautt et al., 2001; Lautt, 2004).
Adicionalmente, esta descrito que os factores nutricionais podem condicionar a accao
da insulina e que, na presenca de uma pré-disposicao genética, algumas dietas induzem
uma condicao de insulinorresisténcia (Unger e Orci, 2000; Kahn, 2003). Assim, por um
lado, pretendeu-se avaliar a accao da insulina pos-prandial total e em particular a

accao da insulina dependente da HISS em ratos ZDF; por outro lado, procurou-se estudar
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como € que a pré-disposicao genética para desenvolver insulinorresisténcia que os ZDF
apresentam é afectada por factores nutricionais, isto &, por diferentes dietas.

As hipoteses testadas neste ambito foram as de que: (i) os ratos ZDF apresentam
uma insulinorresisténcia pos-prandial marcada desde muito cedo (9 semanas de idade),
independentemente da dieta; (ii) a componente dependente da HISS encontra-se inibida
de forma significativa nos animais diabéticos (ZDF); e (iii) dietas diferentes conduzem a
perdas de accao da HISS de diferentes magnitudes, ou seja, a componente genética
responsavel pela insulinorresisténcia pos-prandial em ZDF é agravada por factores

nutricionais.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, descrevem-se os materiais, métodos e procedimentos utilizados
na realizacao das experiéncias e tratamento dos resultados conducentes a esta

dissertacao.

3.1. REAGENTES

Parte das experiéncias apresentadas nesta dissertacao foi realizada na Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa (FCM-UNL), em Lisboa, Portugal; a
outra parte das experiéncias desenvolveu-se na Faculdade de Medicina da Universidade
de Manitoba (FM-UM), em Winnipeg, Manitoba, Canada, pelo que alguns reagentes
tiveram proveniéncias diferentes, consoante a instituicdo onde se realizaram as

experiéncias.

Nesta seccao apresentam-se os reagentes e respectivos fornecedores utilizados
nas experiéncias realizadas na FM-UM, Canada. A solucao de pentobarbital sédico foi
fornecido pela Biomeda-MTC Animal Health Inc. (Somnotol®), Canada e o isofluorano
inalavel (Aerrane), para a cirurgia no modelo cronico, pela Midwest Veterinary
Distribution Cooperative Ltd, Canada. A insulina (Humulin®) proveio da Eli Lilly & Co,
Canada. A heparina foi obtida através da Health Sciences Centre Pharmacy; e o soro
fisiologico (NaCl 0.9 %) através do Health Science Centre Warehouse, da Universidade

de Manitoba, Canada. A D-glucose, a sacarose e o sulfato de atropina foram fornecidos
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pela Sigma Chemical Co., Estados Unidos da América (EUA). A refeicao liquida mista
(Boost®) proveio da Mead Johnson Nutritionals, Canada; o Hibitane (gluconato de cloro-
hexidina 4 % (m/v)) da Ayerst Laboratories, Canada; o Germex da MTC Pharmaceuticals,
Canada; o etanol a 70 % (v/v) da Fisher Scientific, Canada; a Betadine (iodopovidona 10
%) da Midwest Veterinary Distribution Cooperative Ltd, Canada; e o Ketoprofeno da
Merial Canada Inc., Canada. A cola bioldgica foi adquirida na GluStich Inc., Canada.

Seguidamente, indicam-se os reagentes e respectivos fornecedores utilizados na
FCM-UNL, Portugal. O pentobarbital soédico (Eutasil®) foi fornecido pela Sanofi
Veterinaria. A insulina (Humulin®) foi obtida a partir da Lilly, Portugal. A heparina e o
soro fisiologico (NaCl 0.9 %) provieram da B-Braun, Portugal. A cola biologica
(Histoacryl®) foi adquirida na B-Braun, Portugal. A D-glucose, sacarose, sulfato de
atropina, N-monometil-L-arginina (L-NMMA), 3-hidrocloreto de morfolinosidnonimina
(SIN-1),  acido  tricloroacético  (TCA), N-etilmaleimida (NEM), 2-amina-2-
hidroximetilpropano-1,3-diol (TRIS)-HCl, acido acético, acetato de sodio, metanol,
diclorometano, 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNFB), acido sulfurico (H,SO4), acido
cloridrico concentrado (HCl), glutationo reduzido (GSH), e glutationo oxidado (GSSG)
foram fornecidos pela SIGMA-Aldrich Chemical Co, Portugal.

Todos os reagentes eram do maior grau de pureza existente no mercado. Todas

as solucdes para administracao in vivo foram preparadas em solucao de NaCl 0.9 %.
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3.2. ANIMAIS

Foram utilizadas 4 estirpes de ratos, de diferentes idades e proveniéncias:
Sprague-Dawley, Zucker Fatty obesos (OZR), Zucker diabéticos obesos (ZDF) e Zucker
nao obesos (lean, LZR), conforme se apresenta na tabela V. Os ratos Sprague-Dawley
utilizados nos estudos que requeriam dieta diferenciada chegaram as instalacoes da FM-
UM com 4 semanas de idade (ver seccao 3.14.2). Os restantes animais chegaram pelo
menos 1 semana antes da sua utilizacao para aclimatacdo, a excepcao dos ratos de 52

semanas de idade, que chegaram as instalacées da FCM-UNL com cerca de 8-9 semanas.

Tabela V - Estirpe, idade e proveniéncia (fornededor) dos ratos utilizados. A instituicao de
acolhimento diz respeito ao local onde as experiéncias foram realizadas.

Estirpe Idade Proveniéncia Instituicao de acolhimento

Charles River Faculdade de Medicina da

-Dawl 9 . . ,
Sprague-Dawley s€manas Laboratories, Canadé Universidade de Manitoba,
Canada

Zucker Fatty obesos 9 semanas
(fa/fa, OZR) 52 semanas

Charles River Faculdade de Ciéncias
Zucker diabéticos Médicas da Universidade

9 Laboratories, Espanha )
obesos (ZDF) semanas ] P Nova de Lisboa, Portugal

Zucker nao obesos 9 semanas
(fa/+, lean, LZR) 52 semanas

Os animais foram alimentados ad libitum com dietas standard comerciais: os
animais utilizados na FM-UM foram alimentados com racao Prolab RMH 3000 5P00, da
Labdiet, EUA, enquanto que os animais testados na FCM-UNL consumiram racao Panlab

AO4, da Panlab S.L., Espanha; um dos grupos de ratos ZDF, testados na FCM-UNL, foi
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alimentado com Purina 5008, Labdiet, EUA. Todos os animais tiveram livre acesso a
agua e foram acondicionados sob condicées controladas de temperatura e humidade
ambiente controladas (Sharp e LaRegina, 1998).

As 9 semanas de idade, a massa corporal (peso) dos ratos Sprague-Dawley era
273+4.7 g (n=105, distribuidos por 15 grupos); os OZR pesavam 342+10.0 g (n=24), os
ZDF pesavam 28343.5 g (n=16) e os controlos LZR pesavam 272t6.4 g (n=22). Os OZR e

os LZR de 52 semanas pesavam 606+19.8 g (n=15) e 50745.1 g (n=19), respectivamente.

Aspectos éticos

Os estudos desenvolvidos na Universidade de Manitoba (FM-UM), Canada,
envolvendo experimentacao animal foram efectuados em conformidade com as normas
do Canadian Council on Animal Care (CCAC), tendo todos os protocolos experimentais
sido aprovados pela Comissdo de Etica para o Bem-Estar e Experimentacdo Animal da
FM-UM. Os procedimentos realizados na Universidade Nova de Lisboa (FCM-UNL),
Portugal, seguiram as directrizes comunitarias para a manipulacao e experimentacao
animal (Directiva 86/699/EC), bem como a legislacao produzida pelo Estado Portugués
para o efeito (Dec. Lei n.° 1005/92, de 23 de Outubro).

Foram utilizadas duas abordagens ou modelos experimentais: o modelo agudo e o
modelo crdnico. No modelo agudo, os testes de sensibilidade a insulina foram realizados
em animais anestesiados. No modelo crénico esses testes foram realizados em animais
conscientes; neste modelo a cirurgia foi realizada 4-7 dias antes dos testes de
sensibilidade a insulina e assegurou-se a minimizacao das condicdes de stress ou dor nos
animais, conforme descrito na seccao 3.5.2. Todos os procedimentos cirlrgicos ou
invasivos foram efectuados em animais anestesiados. No final das experiéncias,
procedeu-se a eutanasia dos animais por administracao de uma dose letal de anestésico

(pentobarbital sodico).
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3.3. PROCEDIMENTOS PRE-CIRURGICOS E ANESTESIA

Nesta seccao, descrevem-se separadamente os procedimentos pré-cirirgicos e a

anestesia utilizados para os dois modelos experimentais usados, agudo e crénico.

3.3.1. PROCEDIMENTOS PRE-CIRURGICOS E ANESTESIA NO MODELO AGUDO

3.3.1.1. Procedimentos pré-cirurgicos no modelo agudo

Neste modelo, os protocolos experimentais foram desenvolvidos sob o efeito de
anestésico, pelo que a cirurgia foi realizada no dia da experiéncia.

Desde a sua chegada ao biotério, os ratos foram alimentados ad libitum até a
véspera da experiéncia. Nos protocolos em que se pretendia testar a sensibilidade a
insulina na auséncia total de HISS, os animais foram testados apos 24 h de jejum . Por
outro lado, nos protocolos em que se pretendia uma maxima accao da via da HISS, os
animais foram submetidos a 18 h de jejum, seguido de 1 h de livre acesso a comida (das
8 h as 9 h do dia da experiéncia), para assegurar que se encontravam no estado pos-

prandial. Todas as experiéncias tiveram inicio entre asas 8 h e as 9 h.

3.3.1.2. Anestesia no modelo agudo - inducdao e manutencao

Apds pesagem do animal, procedeu-se a administracdo do anestésico, com
injeccao intraperitoneal de pentobarbital sédico na dose de 65 mg/kg.
A manutencao da anestesia durante a experiéncia foi levada a cabo por perfusao

intravenosa (iv) continua de solucao de pentobarbital sodico (2 mg/ml, a taxa de

' A accdo da insulina dependente da via da HISS esta activa apenas no estado pés-prandial: ao fim de 24 h
de jejum a accdo da HISS é praticamente inexistente (Lautt et al., 2001; Latour e Lautt, 2002b).
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perfusdo maxima de 5 ml.h™'.kg™), utilizando uma bomba de perfusio automatica
(BBraun, Portugal; ou Kent Scientific Corporation, EUA) e por intermédio de um cateter
de polietileno (PE 50 Intramedic®, Becton Dickinson, EUA), ligado ao circuito arterio-
venoso (seccao 3.4.1; figura 3.1). A verificacdo da anestesia no decurso da experiéncia
fez-se por estimulo doloroso na cauda e/ou do teste dos reflexos da palpebra. Quando
necessario, administraram-se suplementos iv de anestésico (pentobarbital sodico,
65 mg/kg) por injeccao no lado venoso da manga de silicone do circuito arterio-venoso.
O pentobarbital foi o anestésico escolhido para as experiéncias no modelo agudo,
ja que na dose utilizada este anestésico nao influencia significativamente a pressao
sanguinea, nem a accao de insulina (Latour e Lautt, 2002b). Parecem também nao
existir diferencas entre animais conscientes e animais anestesiados com pentobarbital,
no que diz respeito ao metabolismo glicidico ou as concentracdes plasmaticas de
glucose, insulina, glucagina e noradrenalina, bem como relativamente as suas ac¢oes
metabdlicas, desde que a temperatura do animal anestesiado seja mantida
aproximadamente a 37 °C (Lang et al., 1987; Latour e Lautt, 2002b; Saha et al., 2005).
O pentobarbital nao afecta significativamente a absorcao de nutrientes quando
comparado com outros anestésicos (Yuasa et al., 1993), nao se observando diferencas

nos seus efeitos do estado de jejum para o pos-prandial (Saha et al., 2005).

3.3.2. PROCEDIMENTOS PRE-CIRURGICOS E ANESTESIA NO MODELO CRONICO

3.3.2.1. Procedimentos pré-cirurgicos no modelo crénico

Os animais foram alimentados ad libitum até a véspera da cirurgia, altura em

que foram submetidos a um jejum de 18 h, mantendo-se o livre acesso a agua. Apos a

pesagem do animal e inducdo da anestesia (descricao na seccao seguinte), o pélo do
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rato foi cortado na zona das omoplatas (lado dorsal), bem como no pescoco e abdéomen
(lado ventral). A pele foi lavada com uma solucao 4 % (m/v) de gluconato de cloro-
hexidina (Hibitane), seguida de etanol a 70 % (v/v) e finalmente Betadine (iodopovidona
10 %), aplicando estas solucées embebidas em gaze esterilizada e em movimentos
circulares centripetos. Para a cirurgia cronica foi necessario esterilizar previamente
todos os instrumentos e canulas, o que foi feito utilizando Germex. Vinte e quatro horas
antes da cirurgia, as canulas foram embebidas na solucao de heparina (1000 Ul/ml) e ai

permaneceram, conservadas no frigorifico, até a altura da cirurgia.

3.3.2.2. Anestesia no modelo crénico

Estes animais foram anestesiados apenas durante a cirurgia, a qual antecedeu
em cerca de 4-7 dias os testes de sensibilidade a insulina. O anestésico utilizado foi o
isofluorano (1-5 % inspirado). Ap6s a anestesia, foi administrada uma injeccao
subcutanea de Ketoprofeno (2.5 mg/kg), um analgésico nao-esterdide. Durante o
recobro da anestesia (ap0s a cirurgia), a temperatura foi mantida e os sinais fisiologicos
e comportamentais destes animais foram monitorizados (ver seccao 3.5.2).

Em comparacao com outros anestésicos inalaveis, o isofluorano tem a vantagem
de ndo ser irritante e da sua eliminacao ser feita principalmente (98 %) pelo ar exalado
(Lumb e Jones, 1996). Saha e colaboradores observaram que o isofluorano induz um
rapido e pronunciado aumento da glicémia, embora tal so se observe quando os ratos
estdao no estado pos-prandial e enquanto estdo sob o efeito da anestesia, nao se
observando qualquer alteracao da glicémia quando a anestesia € induzida em animais
jejuados (Saha et al., 2005). De qualquer forma, os protocolos testados foram
realizados somente 4-7 dias ap0s a cirurgia, tornando irrelevantes os hipotéticos efeitos

do anestésico. A recuperacao do animal foi monitorizada diariamente.
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3.4. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os procedimentos cirlrgicos foram adaptados dos descritos por Lautt e
colaboradores (Lautt et al., 1998; Latour e Lautt, 2002b) e tiveram como objectivo a
cateterizacao vascular para implantacao do circuito arterio-venoso extracorporal, bem
como a cateterizacdo gastrica, entérica, intraportal e/ou desnervacao do plexo anterior
hepatico, consoante os grupos de estudo.

Para a realizacao de todos os procedimentos cirlrgicos, tanto no modelo agudo
como no modelo cronico, recorreu-se a dculos de ampliacao/cirurgia (Optivisor DA-7,
Donegan Optical Company, EUA) ou a microscopios de disseccao (Nikon SMZ-2B), bem
como a um sistema de iluminacao fria (KL750 SCHOTT), para além do material habitual
de micro-cirurgia.

A temperatura corporal foi monitorizada e mantida a 37.0+0.5°C durante todos
os procedimentos abaixo descritos por meio de uma sonda rectal ligada a uma unidade

homeotérmica de aquecimento (Harvard Apparatus Inc., EUA).

3.4.1. O CIRCUITO ARTERIO-VENOSO EXTRACORPORAL

A figura 3.1 apresenta um esboco do circuito arterio-venoso extracorporal, que
consiste numa anastomose ou shunt extra-corporal através do qual se efectua a
circulacao sanguinea entre a artéria e a veia cateterizadas. Este circuito, desenvolvido
por Lautt e colaboradores (Lautt et al., 1998), permite a rapida recolha de multiplas
amostras de sangue arterial e facilita a administracao iv, quer em bolus, quer em
perfusao continua de qualquer farmaco ou solucdo. O circuito arterio-venoso permite

ainda uma monitorizacao simples e eficaz das pressoes arterial e venosa médias (ver
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descricao na seccao 3.6), podendo detectar-se oclusdbes mecanicas ou devidas a

formacao de coagulos, por se reflectirem na pressao arterial ou venosa.

Artéeria

Cateter arterial
(PE50)

Cateter vemoso
(PES0)

Manga de silicone

Figura 3.1: Representacdao do circuito
arterio-venoso. Este circuito é uma
anastomose ou shunt extracorporal que
liga a artéria a veia -cateterizadas,
possibilitando a circulacdo sanguinea por
diferenca de pressao. Este circuito
permite a recolha de amostras de sangue
arterial e a administracdo de farmacos
por via intravenosa, bem como a
monitorizacdo da pressao sanguinea
média, tanto arterial como venosa. Figura Linha para perfusio
adaptada de Lautt et al., 1998. de farmacos iv

Linha para medicio da
pressio arterial media

O circuito arterio-venoso € constituido por um cateter vascular arterial e por um
cateter venoso com 6 cm de comprimento cada um, ligados entre si por intermédio de
uma manga de silicone (Master Flex Platinum®) com cerca de 10 cm, permitindo o fluxo
de sangue do lado arterial para o lado venoso, o que ocorre por diferenca de pressao
(figura 3.1). No caso dos animais testados sob anestesia foram utilizadas canulas de
polietileno (PE 50 Intramedic®, Becton Dickinson, EUA) como cateteres vasculares,
enquanto que no modelo crénico a cateterizacao foi efectuada com recurso a canulas
Micro-Renathane® (MRE-040 Braintree Scientific, EUA), as quais sdo mais flexiveis e
adequadas para canulacao cronica.

A manga de silicone é dividida em duas partes iguais, uma correspondendo ao

lado arterial e a outra ao lado venoso. A puncao na manga de silicone do lado arterial
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permite a colheita rapida e eficaz de amostras de sangue arterial. As duas partes da
manga de silicone estao ligadas a um conector de polietileno em forma de T (Raccordo
T 4 mm, Kartell Labware Division, Italia), sendo que da terceira abertura desse conector
sai um tubo de polietileno (PE 90 Intramedic® Becton Dickinson, EUA) com cerca de 20
cm de comprimento ao qual é posteriormente ligado um transdutor de pressdao para
registo da pressao arterial média (seccao 3.6).

No caso dos animais testados sob anestesia (modelo agudo) e que portanto foram
submetidos a cirurgia no dia da experiéncia, o circuito artério-venoso foi preparado e
montado antes do inicio da experiéncia, tendo sido previamente lavado e preenchido na
totalidade com uma solucao de heparina (200 Ul/ml em soro fisiologico). Relativamente
aos animais testados no estado consciente, a cirurgia (4-7 dias antes) envolveu apenas a
cateterizacao da artéria e da veia, sendo que a montagem do circuito arterio-venoso foi
completada no dia da experiéncia, por ligacdo dos cateteres vasculares a manga de
silicone. As canulas MRE-040 utilizadas para a cateterizacao cronica foram embebidas

de véspera em heparina 1000 Ul/ml.

3.4.2. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS NO MODELO AGUDO

3.4.2.1. Traqueotomia

Realizou-se uma traqueotomia baixa de forma a permitir a respiracao
espontanea do animal anestesiado durante o decurso da experiéncia. Assim, efectuou-se
uma incisdo na parede anterior da traqueia, abaixo do istmo da glandula tiroideia
(figura 3.2) e introduziu-se uma canula de polietileno (PE 240 Intramedic®, Becton

Dickinson, EUA) com 2-2.5 cm de comprimento.
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Veia facial anterior

Laringe

Istmo da tirdide

Artéria carétida comum

Traqueia

Veia jugular externa

Veia jugular interna

Figura 3.2: Traqueia e alguns dos principais vasos sanguineos do pescogo. Pode observar-se abaixo do
istmo da tirdide, o local da traqueotomia. A artéria carétida comum e a veia jugular interna (ao lado da
traqueia) foram cateterizadas para implantacao do circuito arterio-venoso nalguns modelos (adaptado de
(Olds e Olds, 1991).

3.4.2.2. Cateterizacao vascular para insercao do circuito arterio-

-venoso no modelo agudo

O circuito arterio-venoso serve, como ja foi referido, de ligacao extra-corporal
entre a artéria e a veia cateterizadas.

Anteriormente, haviam ja sido testadas cateterizacées de diferentes pares de
artérias e veias, ndao se tendo observado respostas qualitativamente diferentes,
deixando assim ao experimentador a liberdade de escolha dos vasos a cateterizar para
implantacdo do circuito arterio-venoso (Lautt et al., 1998). Nas experiéncias
desenvolvidas no modelo agudo recorreu-se a duas combinacdes de artérias e veias para
insercao do circuito arterio-venoso, de acordo com o previamente descrito e com o

protocolo ou modelo experimental em causa.
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Artéria femoral e veia femoral

Apos uma pequena incisao vertical ao nivel da virilha esquerda do rato, isolaram-
se a artéria femoral e a veia femoral esquerdas (figura 3.3). Depois de isoladas,
primeiro a artéria e depois a veia foram cateterizadas por insercao das canulas de
polietileno PE 50, ligadas ao circuito arterio-venoso, previamente montado como acima
descrito. Os cateteres foram mantidos na posicao adequada relativamente aos vasos
utilizando fio de algoddo, o qual serviu também para encerrar a artéria a jusante e a
veia a montante do local da canulacdo. Esta cirurgia foi realizada no modelo agudo,

cujos resultados sao descritos nos capitulos 4 e 5.

Artéria e veia iliaca comum

Virilha esquerda

Joelho esquerdo

Artéria e veia femoral

Figura 3.3: Localizagdo da artéria e veia femoral esquerdas. A artéria e a veia femoral irrigam o tecido
muscular da coxa e sao cateterizadas abaixo da virilha do animal (adaptado de Olds e Olds, 1991).

Artéria femoral e veia jugular interna (modelo agudo)

Para as experiéncias cujos resultados sao apresentados nos capitulos 6 e 7,
implantou-se o circuito entre a artéria femoral (figura 3.3) e a veia jugular interna
(figura 3.2) esquerdas. Primeiramente, cateterizou-se a artéria femoral conforme

descrito no paragrafo anterior. Para cateterizacdo da veia jugular interna, fez-se uma
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incisao no pescoco do rato (lado ventral) e isolou-se a veia. Em seguida, cateterizou-se
a veia recorrendo também a uma canula de polietileno PE 50, a qual foi fixa e ligada ao
circuito arterio-venoso, como descrito anteriormente. Embora o tamanho do circuito
arteriovenoso fosse idéntico ao do circuito aplicado entre a artéria e veia femorais,

neste caso o circuito foi posicionado paralelamente ao corpo do animal.

3.4.2.3. Cateterizacdo da veia porta

A veia porta, representada na figura 3.4, foi cateterizada apenas no modelo
agudo, com o objectivo de administrar farmacos directamente na circulacao portal e

eficazmente atingir o figado.

Figado (l6bulo médio)

Figado (lobulo esquerdo)

Figado (lobulo direito)

Figado (lobulo caudal)

Veia porta

Duodeno

Estéomago

Figura 3.4: Esquema de localizacdao relativa da veia porta, figado e estruturas adjacentes. A
cateterizacao da veia porta permite a administracdo de farmacos directamente no figado. Figura adaptada
de (Greene, 1963).

Apds realizacao de uma laparotomia mediana, isolou-se e expos-se a veia porta,
representada na figura 3.4. Em seguida, efectuou-se a puncao da veia porta, entre as

veias esplénica e cecal, para insercao de um cateter intravenoso de poliuretano (24G
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Abbocath Optiva iv, 19 mm, Johnson & Johnson, Italia). O cateter foi fixo com cola
bioldgica e ligado a um tubo de polietileno (PE 50 Intramedic®, Becton Dickinson, EUA),
através do qual se procedeu a infusao intraportal (ipv) de farmacos. A incisdo abdominal

foi coberta com gaze e parafilm (Pechiney Plastic Packaging, EUA).

3.4.2.4. Cateterizagao gastrica e entérica no modelo agudo

A cateterizacao do estomago ou do duodeno (figura 3.5) foi realizada nos animais
em que era necessario administrar uma refeicao liquida por via intragastrica (ig) ou
intra-entérica, respectivamente. A cateterizacdo entérica foi realizada apenas no
modelo agudo. Nos animais em que se realizou cateterizacao gastrica nao se realizou

cateterizacao entérica e vice-versa.

Figado (l6bulo esquerdo)
Esofago

Fundo gastrico

Cardi N
araia Estomago
Corpo gdstrico

Piloro

Pdncreas
Baco

Duodeno

Figura 3.5: Estdomago, duodeno, figado, pancreas e 6rgaos adjacentes do rato. Destacam-se o corpo
gastrico e o duodeno, onde se procede a insercdo dos cateteres gastrico e entérico, respectivamente, como
indicado pelas setas a verde. Figura adaptada de Olds e Olds, 1991.
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Para a cateterizacdo gastrica realizou-se uma laparotomia e isolou-se e exp0s-se
0 estdbmago para puncao e insercao de um cateter. O cateter (cateter iv 22G BD
Angiocath, Canada) foi introduzido no centro do corpo gastrico, abaixo da linha
determinada pelo fundo e pela cardia (figura 3.5). O posicionamento do cateter foi
efectuado de forma a evitar o refluxo aquando da administracao da refeicao liquida e a
obstrucdo do cateter, causada por eventual posicionamento contra as paredes do
estomago. O cateter foi fixo com cola biologica e recolocou-se o estdbmago de volta a
sua posicao anatémica original.

A cateterizacdo entérica (do duodeno) efectuou-se de forma semelhante a
cataterizacao gastrica. Assim, apds a laparotomia, isolou-se o estdbmago e a porcao
inicial do duodeno (figura 3.5). Em seguida, efectuou-se a puncao e insercao do cateter
(22G BD Angiocath iv, Canada) no duodeno, a cerca de 2-3 cm do piloro. O cateter foi
posicionado e fixo (cola biologica) de modo a que o fluxo de refeicao liquida
administrada se fizesse para o intestino. Apos a cateterizacao, o estdbmago e intestino
foram colocados na sua posicao original.

Para verificacdo de que a cateterizacao do estomago ou duodeno havia sido
eficiente, administrou-se um pequeno volume de agua por esta via. Adicionalmente,
quando o protocolo experimental assim o requeria, foi colocada uma banda duodenal,
posicionada aproximadamente 1 cm a jusante do piloro, a fim de impedir a passagem do

conteldo gastrico para o duodeno e vice-versa.

3.4.2.5. Desnervacao do plexo anterior hepatico

Este procedimento foi efectuado apenas num grupo de animais do modelo agudo,
apods a implantacao do circuito arterio-venoso extracorporal, de acordo com o descrito
anteriormente por Xie e Lautt (Xie e Lautt, 1996a) e teve como objectivo a inibicao da

sintese e/ou libertacao da HISS, uma vez que esta descrito que a interrupcao cirurgica
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dos nervos parassimpaticos hepaticos do plexo anterior induz insulinorresisténcia por
inibicao da via da HISS (Xie e Lautt, 1996a).

Assim, apos a laparotomia, isolou-se o feixe de nervos e o tecido conjuntivo que
se encontravam em torno da artéria hepatica comum. Em seguida, fazendo passar dois
fios em torno das estruturas isoladas, deram-se dois nos separados por alguns milimetros
e entre os quais se procedeu a seccao do feixe de nervos e tecido conjuntivo.
Finalmente, pincelou-se a artéria hepatica comum com uma solucao de fenol 95 %, com

o intuito de destruir quaisquer fibras nervosas remanescentes.

3.4.3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS NO MODELO CRONICO

3.4.3.1. Cateterizacdo vascular para insercdo do circuito arterio-

-venoso no modelo crénico

Nos protocolos em que se recorreu a animais do modelo cronico, isto é, a serem
testados no estado consciente (capitulo 4), o procedimento cirlrgico (efectuado sob
anestesia) envolveu a cateterizacao da artéria carétida comum e da veia jugular interna
esquerdas (figura 3.2), para posterior implantacdo do circuito arterio-venoso
extracorporal (figura 3.1), no dia da experiéncia.

Fez-se uma incisdao no pescoco do rato (lado ventral) e isolaram-se a artéria
cardtida comum e a veia jugular interna esquerdas. Em seguida, cateterizaram-se
ambos os vasos, utilizando canulas Micro-Renathane® (MRE-040 Braintree Scientific,
EUA), adequadas para cateterizacao cronica. Os cateteres foram depois fixos por
aplicacao de uma gota de cola bioldgica e sutura, utilizando fio de seda cirargico (3-0
Dexon Il, Tyco Healthcare Group LP, EUA). Para que os animais nao removessem ou

danificassem os cateteres durante a sua recuperacao pos-cirtrgica, efectuou-se uma
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tunelizacao subcutanea dos mesmos para a zona dorsal, entre as omoplatas, onde os
cateteres foram exteriorizados. Os cateteres foram preenchidos com uma solucao 200
Ul/ml de heparina e selados. No final, todas as incisbes foram suturadas e a area

suturada foi limpa com uma gaze esterilizada embebida em etanol 70 %.

3.4.3.2. Cateterizacédo gastrica no modelo crénico

Apds a laparotomia, procedeu-se a tunelizacdo subcutanea do cateter gastrico
(canula de polietileno PE 100, Becton Dickinson, EUA), o qual foi exteriorizado no dorso
do animal (entre as omoplatas). Posteriormente, isolou-se o estomago e fez-se uma
puncdo no corpo gastrico para insercao do cateter (figura 3.5). A cateterizacdo foi
terminada com uma técnica de sutura oclusiva em bolsa, realizando uma sutura
continua circular em torno do cateter para o fixar a parede externa do estomago. Em
seguida, adicionou-se uma gota de cola bioldgica para assegurar que o local de insercao
do cateter ficava selado. A canula gastrica foi entao preenchida com agua esterilizada.
No final, todas as incisbes, ventrais e dorsais, foram suturadas e a area suturada foi

limpa com gaze esterilizada embebida em etanol 70 %.
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3.5. PROCEDIMENTOS POS-CIRURGICOS

3.5.1. PROCEDIMENTOS POS-CIRURGICOS NO MODELO AGUDO

Imediatamente apos insercao do circuito arterio-venoso, por puncao na manga
de silicone do circuito, iniciou-se a perfusdao intravenosa continua de anestésico,
conforme descrito anteriormente. Nesta fase, a administracao de um volume residual
de soro fisiologico (0.02-0.03 ml) pode ser util para confirmar que o sangue flui sem
problemas através do circuito. Seguidamente, ligou-se o transdutor e registador de
pressao sanguinea para iniciar a monitorizacao da pressao sanguinea (seccao 3.6).

Depois da cirurgia e antes da realizacao de qualquer outro procedimento, foi
permitido ao animal um periodo de estabilizacao nao inferior a 30 min.

A temperatura corporal foi mantida a 37.0+0.5°C durante a cirurgia e toda a
experiéncia, por meio de uma sonda rectal ligada a uma unidade homeotérmica de

aquecimento (Harvard Apparatus Inc., EUA).

3.5.2. PROCEDIMENTOS POS-CIRURGICOS NO MODELO CRONICO

No final da cirurgia, o animal foi envolvido numa toalha, colocado sobre uma
manta de aquecimento e mantido sob vigilancia durante o periodo de recobro. Apds o
recobro, o animal teve livre acesso a agua (sem comida) e, durante 6 h, o seu estado foi
monitorizado a cada 1.5 h. Durante a primeira noite ap6s a cirurgia, manteve-se a
manta de aquecimento sob a gaiola do animal e concedeu-se acesso a comida.

No dia seguinte, administrou-se Ketoprofeno (2.5 mg/kg, injeccao subcutanea) e
verificou-se o estado geral do animal. A monitorizacao do estado geral do animal

consistiu na observacao do animal relativamente aos seguintes parametros: (i) cor do
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pélo, orelhas, patas e cauda, a qual deve ser rosada; (ii) tipo de respiracdo; (iii)
aspecto e quantidade de fezes e urina; (iv) actividade motora e qualidade da mesma;
(v) observacao dos locais de incisao, para verificar se houve ruptura da sutura, ou a
existéncia de abcessos ou hemorragias. Esta monitorizacdo visa ainda detectar sinais de
dor e/ou desconforto no animal, tais como agressividade, vocalizacao anormal, morder
ou arranhar a area dolorosa, acumulacao de porfirina em torno dos olhos, desidratacao
e perda de apetite, originando perda de peso. Nos casos em que ocorreu alteracao dos
parametros supramencionados, os animais foram excluidos do estudo.

Até ao dia da realizacao dos testes de sensibilidade a insulina decorreram 4-7
dias. Durante este periodo de recuperacao e a partir do segundo dia pds-cirirgico, a
monitorizacao do animal consistiu na sua pesagem e lavagem dos cateteres (vasculares
e gastrico) uma vez por dia, bem como na verificacao do estado geral 2-3 vezes por dia.
A lavagem dos cateteres foi realizada diariamente para assegurar que as linhas se
mantinham viaveis até ao dia da experiéncia e que nao ocluiam pela formacao de
coagulos e/ou abcessos. Assim, apos imobilizacao do animal, removeu-se a rolha
metalica que selava os cateteres vasculares para verificar que havia passagem de
sangue pelos mesmos e administrou-se o volume de heparina 200 Ul/ml necessario para
preencher os cateteres. O cateter gastrico foi lavado com agua. No final, os cateteres
foram selados novamente e o procedimento repetido nos dias seguintes.

Antes de realizar qualquer protocolo experimental nestes animais, assegurou-se
que a sua alimentacao e peso haviam recuperado.

Na véspera do dia da experiéncia, os animais foram submetidos a 24 h de jejum.
No dia da experiéncia, apds pesagem do animal, completou-se a montagem do circuito
arterio-venoso extracorporal, o qual foi ligado ao transdutor/registador de pressoes. O
animal permaneceu na gaiola, consciente e com liberdade de movimentos, mantendo-se
o livre acesso a agua durante toda a experiéncia, a qual se realizou numa sala

especifica para o efeito, minimizando as perturbacoes.
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3.6. DETERMINAGAO DA PRESSAO SANGUINEA

A medicao da pressao sanguinea fez-se da mesma forma para o modelo agudo e
para o modelo cronico.

Apos a montagem do circuito arterio-venoso extracorporal, ligou-se o tubo de
polietileno (PE 90) derivado do T que une as mangas de silicone e que é destinado a
monitorizacao de pressdes, a um transdutor de pressdes (ML750, ADInstruments, EUA),
previamente calibrado com um esfingomanémetro de mercirio. O registo das pressoes
foi efectuado a intervalos de tempo de 2 s, através de uma unidade PowerlLab/8s
(ADInstruments, EUA), acoplada a um computador por intermédio de um programa de
software Chart (ADInstruments, EUA) ou Lab View Software (National Instruments,
EUA).

A pressdao medida pelo transdutor e registada pela unidade PowerLab é a pressao
sistolica média. A medicao da pressdao arterial média foi feita através da leitura da
pressao indicada durante uma breve oclusao da manga de silicone do lado venoso do
circuito. A medicao da pressao venosa média foi feita por oclusao do lado arterial do
circuito. Em caso de obstrucao do circuito, por exemplo por formacao de um coagulo,
observar-se-ia uma variacao acentuada da pressao sistolica média: a subida da pressao
média podera indicar obstrucdo a saida do circuito (lado venoso), enquanto que a

diminuicao da pressao média podera indicar obstrucao no lado contrario (lado arterial).
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3.7. ADMINISTRACAO DE FARMACOS E SOLUCOES

Nas experiéncias descritas ao longo desta dissertacdao, administraram-se
diferentes solucées, por diferentes vias e de diversas formas.

A utilizacao de diferentes vias de administracao de uma dada solucao, bem como
a sua forma de administracao, prende-se com o objectivo do estudo e com o(s) orgao(s)-
alvo para essa solucdao, mas também com as caracteristicas da solucao em si,
nomeadamente no que diz respeito a sua solubilidade e/ou periodo de semi-vida.

Assim, as vias de administracao utilizadas foram: via intraperitoneal; via
subcutanea; intravenosa (iv), para a circulacao sistémica; intraportal (ipv), para a
circulacao hepatica portal; intragastrica (ig); e via intra-entérica (duodeno).

Por via intraperitoneal, efectuou-se apenas a administracdao da solucao de
pentobarbital sédico para inducao da anestesia, em bélus.

A via subcutanea (regido dorsal, entre as omoplatas) foi utilizada para
administracao de analgésico (Ketoprofeno, em bélus) nos animais submetidos a cirurgia
cronica.

Por via iv realizou-se a administracao de insulina, glucose, atropina e
pentobarbital, por perfusdo através do circuito arterio-venoso (lado venoso). A insulina,
e atropina foram administradas a um débito de 6 ml/h; a perfusao de glucose efectuou-
se a uma taxa variavel e a de anestésico foi ajustada ao peso do animal, sendo a taxa
de perfusao nunca superior a 5 ml.h™.kg™.

As administracoes ipv tiveram como objectivo a administracao de farmacos para
actuacao directa no figado e foi sempre feita a um débito ndo superior a 1 ml/h. Foram
administrados por via ipv o L-NMMA e SIN-1.

Administraram-se por via ig os varios tipos de solucoes-refeicoes liquidas. Este
tipo de administracao foi efectuado por perfusao continua com um débito de 60 ml/h,

nas doses de 10 ml/kg e/ou 20 ml/kg, esta Gltima apenas em animais anestesiados.
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A via intra-entérica foi utilizada para administrar uma solucdo-refeicao liquida
directamente no duodeno, efectuando-se também por perfusdao continua, a um débito
de 60 ml/h, numa dose maxima de 10 ml/kg.

Em todas as administracoes efectuadas por perfusao continua recorreu-se a
bombas de perfusao automatica (BBraun, Portugal, na FCM-UNL; ou Kent Scientific
Corporation, EUA, na FM-UM). Os débitos ou taxas de perfusao utilizados em cada caso
foram escolhidos com base em trabalhos anteriores, bem como em testes preliminares
efectuados com soro fisiolégico, nao tendo sido observadas alteracées metabdlicas ou
hemodinamicas resultantes dos débitos de perfusado utilizados. A duracao da perfusao iv
de farmacos nos animais anestesiados foi de cerca de 3-4.5 h, desde o inicio da perfusao
de anestésico até ao fim da experiéncia. Schafer e colaboradores (observacdes nao
publicadas) compararam o hematocrito no inicio e no final de experiéncias de ~5 h,
durante as quais se realizaram pelo menos 2 testes de sensibilidade a insulina (RISTs) e
se efectuou a perfusao continua de fluidos conforme descrito anteriormente, tendo sido
observado que o hematocrito permanece dentro dos limites fisioldgicos normais,
decrescendo apenas cerca 2.3 % relativamente ao registado no inicio da experiéncia

(47.4+ 0.4 %).
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3.8. QUANTIFICAGAO DA GLICEMIA

A quantificacdo da glicémia arterial foi realizada com base no método
enzimatico do glucose oxidase, recorrendo a um analisador de glucose (YSI Glucose
Analyzer 1500 Sidekick, Yellow Springs Instrument Inc, EUA). Este método proporciona

uma quantificacao rapida e eficaz da glicémia arterial.

Colheita de amostras de sangue arterial

As amostras de sangue arterial foram obtidas por puncao no lado arterial da
manga de silicone do circuito arterio-venoso extracorporal.

Para evitar a hemolise das amostras, as colheitas foram efectuadas lentamente.

Especificamente para medicao da glicémia arterial, utilizou-se uma micro-
seringa automatica de 25 ul (YSI 1501 Syringepet, Yellow Springs Instrument Inc, EUA),
concebida para permitir colheitas de sangue com elevada precisao e a uma velocidade
de fluxo consideravel, apresentando um volume morto minimo. Para obter uma medicao
de glicémia correcta, a amostra de sangue arterial colhida era imediatamente injectada

no analisador de glucose.

O funcionamento do analisador de glucose

O mecanismo de quantificacdo da glicémia pelo analisador de glucose assenta
num sistema de duas reaccées em cadeia, nas quais se produz uma corrente eléctrica

proporcional a concentracao de glucose em solucao (figura 3.6).
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Figura 3.6: Esquema do sistema de quantificacdo de glucose pelo analisador de glucose (YSI 1500
Sidekick, Yellow Springs Instrument Inc, EUA). O método baseia-se na oxidacdo enzimatica da glucose
(glucose oxidase, reaccao 1) e deteccdo da corrente de electrdes gerada pela oxidacao do H,0, (reaccao 2).
Adaptado do manual do analizador de glucose YSI 1500 Sidekick (YSI, 2001).

A primeira reaccao é catalisada pelo enzima glucose oxidase, que se encontra
impregnado numa membrana intermédia, coberta por duas outras, uma interna de
acetato de celulose e uma membrana externa de policarbonato, que limita a difusao do
substrato para a membrana intermédia (enzima), evitando que a reaccao se torne
limitante por saturacao de enzima. O sistema tri-membranar encontra-se encerrado,
juntamente com a sonda, numa camara reaccional. Quando se injecta a amostra na
camara reaccional, o substrato (glucose) difunde-se através da membrana externa,
reagindo com o glucose oxidase presente na membrana intermédia, sendo rapidamente
oxidado a glucono-lactona e peroxido de hidrogénio (H,0,), de acordo com a seguinte
equacao:

B-D-glucose + O, — glucono-d-lactona + H,0, (Equacao 3.1).
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O H,0, formado nesta reaccdo (3.1) passa através da membrana de acetato de
celulose e é posteriormente oxidado no anodo de platina, originando uma corrente de
electrées, segundo a equacao:

Anodo de platina
H.0, » 2H" + 0, +2electrées  (Equagao 3.2).

A corrente eléctrica gerada é proporcional a concentracao de H,0,. Com efeito,
quando o rendimento da producao de H,0, e a velocidade a que este abandona a
membrana impregnada com o enzima se tornam constantes, atinge-se um equilibrio
dindmico. O equilibrio é indicado por uma resposta de estado estacionario, em que a
corrente eléctrica é linearmente proporcional a concentracao de H,0, e, portanto, a
concentracao de glucose consumida através da reaccao (3.1). Esta corrente eléctrica é
detectada pela sonda do analisador de glucose e o sinal é convertido na concentracao

de glucose na amostra (mg/dl).

O eléctrodo de platina encontra-se num potencial anoddico e pode oxidar diversas
substancias, para além do H,0,, pelo que a presenca da membrana interna de acetato
de celulose evita a interferéncia de outros agentes redutores, ja que permite a
passagem de H,0,, mas exclui compostos quimicos de pesos moleculares superiores a
200 Da (aproximadamente), protegendo assim a superficie de platina de compostos
proteicos, detergentes e outras substancias que a poderiam lesar. Contudo, a membrana
de acetato de celulose pode ser penetrada por compostos como sulfureto de hidrogénio,
mercaptanos de baixo peso molecular, hidroxilaminas, hidrazinas, fendis e anilinas, que
poderao interferir com a deteccao da corrente eléctrica induzida pela amostra. Para
evitar a interferéncia provocada por compostos como os atras referidos, a camara

reaccional € lavada automaticamente entre leituras com tampao de lavagem
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especificamente indicado para o analisador de glucose (tampao de lavagem YSI, Yellow
Springs Instrument Inc, EUA).

Com o tempo, a membrana que contém o enzima vai perdendo linearidade e,
consequentemente, tornando-se menos sensivel, em particular para elevadas
concentracoes de substrato, o que se traduz, por exemplo, numa maior dificuldade em
obter uma boa calibracdo do analisador de glucose. Para prevenir esta situacao, a
membrana foi substituida regularmente, em periodos nunca superiores a 30 dias. A
calibracao do aparelho foi efectuada recorrendo a uma solucao-padrao de glucose de
concentracao 180 mg/dl. Durante a experiéncia, testou-se a calibracao recorrendo a
esta solucao-padrao de glucose. Foram ainda efectuados com regularidade testes com

solucdes-padrao de glucose para verificar a linearidade da membrana.
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3.9. QUANTIFICAGAO DA SENSIBILIDADE A INSULINA - O RIST

O teste rapido de sensibilidade a insulina (RIST, Rapid Insulin Sensitivity Test) é
um clamp euglicémico, em que se mede a resposta hipoglicemiante a administracao de
insulina, de acordo com o previamente descrito por Lautt e colaboradores (Lautt et al.,
1998). Assim, no inicio da experiéncia (controlo) e depois de uma intervencao (por

exemplo, farmacologica), determinou-se a glicémia arterial basal e realizou-se um RIST.

Glicémia basal (baseline)

Apds o periodo de estabilizacao, efectuou-se a colheita de amostras de sangue
arterial em intervalos de 5 minutos para determinacao da glicémia. A glicémia basal,
também designada por baseline, € a média de pelo menos 3 valores de glicémia estaveis

e constitui o nivel euglicémico-alvo a ser mantido durante o RIST.

O RIST

Como referido anteriormente, o RIST mede a resposta hipoglicemiante do animal
a administracdo de insulina exdgena, sendo a glicémia mantida constante por perfusao
iv de glucose.

Assim, apds a determinacao da glicémia basal, iniciou-se a perfusao de insulina
(50 mU/kg, 6 ml/h, iv), durante 5 min. O inicio da perfusao de insulina foi considerado
o tempo zero (t = 0 min) do RIST. Ao fim do primeiro minuto (t = 1 min), iniciou-se a
perfusdo de glucose (100 mg/ml, iv) a taxa inicial 2.5 mg.kg'.min™' e determinou-se a
glicémia arterial. A partir deste momento, as amostras de sangue arterial foram

colhidas em intervalos de 2 min para determinacao da glicémia e, em funcao do valor
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de glicémia medido, ajustou-se a taxa de perfusao da glucose de modo a manter a
glicémia do animal préxima do valor basal determinado antes do inicio do RIST. O RIST
foi considerado terminado quando os niveis de glucose arterial se mantiveram proximos
da baseline sem ser necessaria perfusao de glucose. Um perfil tipico de um RIST em
ratos é apresentado na figura 3.7 e como se pode observar, o aumento da taxa de
perfusao iv de glucose impede a diminuicao da glicémia induzida por accao da insulina,

mantendo os valores de glucose arterial proximos da baseline.
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Figura 3.7: Perfil tipico de um teste rapido de sensibilidade a insulina (RIST). Apds determinacao da
glicémia basal, administra-se insulina (50 mU/kg, iv, 5 min). A taxa de perfusdo de glucose é ajustada em
funcdo da glicémia medida a cada 2 min, de modo a manter a euglicémia. A quantidade de glucose
perfundida ao longo do teste (area sob a curva) designa-se por RIST index (mg glucose/kg bw) e é o
parametro de avaliacao da sensibilidade a insulina. Figura adaptada de Lautt et al., 1998.
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A area sob a curva do RIST corresponde a massa total de glucose (mg glucose)
por quilograma de peso corporal (kg bw), que foi necessario perfundir durante o teste
para manter a euglicémia, e é designada por RIST index (mg glucose/kg bw). O RIST
index foi o parametro utilizado para avaliar a sensibilidade a insulina em todas as
experiéncias.

No decorrer do RIST monitorizou-se continuamente a pressao sanguinea e
confirmou-se que o sangue fluia livremente através do circuito arterio-venoso.

As perfusoes iv de glucose e insulina foram efectuadas com o auxilio de bombas
de perfusao automaticas de débito ajustavel (BBraun, Portugal; ou Kent Scientific
Corporation, EUA), através de canulas de polietileno (PE 50) ligadas ao lado venoso do
circuito arterio-venoso.

Apés cada RIST, para assegurar a estabilizacdo do animal, esperou-se
aproximadamente 30 min antes de qualquer outro procedimento experimental. Apos
cada intervencao ou manipulacao farmacoldgica, e a fim de determinar os seus efeitos
na sensibilidade a insulina, foi realizado um novo RIST, logo que um novo nivel de

glicémia arterial basal foi atingido.
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3.10. DETERMINAGAO DA INSULINEMIA

A colheita de amostras de sangue para quantificacdo da insulinémia foi
efectuada por puncao no lado arterial da manga de silicone do circuito arterio-venoso.
Também aqui, as amostras de sangue foram colhidas lentamente a fim de evitar a
hemolise.

A quantificacdo da insulinémia foi realizada por dois métodos: radio-imunoensaio
(RIA), nos protocolos realizados em Portugal (capitulos 6 e 7); e ensaio

imunoenzimologico (ELISA), nas experiéncias desenvolvidas no Canada (capitulo 5).

3.10.1. DETERMINAGAO DA INSULINEMIA POR RADIO-IMUNOENSAIO (RIA)

Os procedimentos para determinacdo da insulinémia por RIA efectuaram-se de
acordo com o indicado pelo kit da Linco Research (RI-13K, Linco Research, EUA),
utilizado para este efeito.

Este kit baseia-se na técnica anticorpo/PEG, em que se recorre a uma
concentracéo fixa de insulina marcada com iodo-125 (insulina-1'”), incubada com um
anti-soro contendo o anticorpo anti-insulina de rato, de modo que, com a adicao da
amostra de sangue contendo insulina ndo marcada, diminui a ligacdo do anticorpo a
insulina marcada. A quantidade de insulina na amostra é inversamente proporcional a
quantidade de insulina-1' ligada ao anticorpo e pode ser determinada através de uma
curva-padrao, com uma sensibilidade proxima de 0.1 ng/ml. As solucdes-padrao de
insulina de rato usadas para realizar a curva-padrao foram disponibilizadas com o kit.

Assim, as amostras de sangue (300 ul) foram centrifugadas (3 min, 12500 g;
minicentrifuga Sigma 1-13, Alemanha) e o sobrenadante colhido - soro - foi conservado

a -80 °C até ao dia da determinacao da insulinémia. Para realizacdao do ensaio, a nossa
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amostra de soro (100 ul) adicionaram-se 100 ul da solucdo de insulina-1'* hidratada em
tampao de ensaio (fosfato de sddio 0.05 mol.dm™, pH 7.4, EDTA 0.025 mol.dm™, azeto
de sodio 0.08 % e BSA 1 %), contendo IgG transportador (carrier). Juntou-se o anticorpo
anti-insulina de rato (anti-soro comercial, 100 ul) e, apés um periodo de incubacao de 2
h a 20-25 °C, adicionou-se 1 ml de reagente precipitante (soro anti-lgG, com PEG 3 % e
Triton X-100 0.05 %, em tampao de ensaio). Em seguida, a mistura foi incubada durante
20 min a 4 °C e o complexo anticorpo-insulina-1'® separado por centrifugacdo (30000 g,
4 °C, 20 min, ultracentrifuga Beckman L8-70, rotor 70.1 Ti). Finalmente, procedeu-se a
contagem de radioactividade do sobrenadante (1 min), utilizando um contador gama
(DPC Gamma Counter, EUA) e calculou-se a concentracao de insulina na amostra de soro

(ng/ml), recorrendo a recta-padréo elaborada em paralelo.

3.10.2. DETERMINAGAO DA INSULINEMIA POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO POR ABSORGAO

EM FASE SOLIDA (ELISA ")

Outra técnica utilizada para determinacédo da insulinémia foi o ELISA, recorrendo
também a um kit comercial (Rat Ultrasensitive Insulin ELISA, Mercodia Inc., Suécia).

Este método baseia-se no uso de dois anticorpos monoclonais direccionados
contra dois determinantes antigénicos distintos na molécula de insulina. Assim, a
insulina da amostra liga-se simultaneamente ao anticorpo presente no poco de
microtitulacao e ao anticorpo em solucao (conjugado com o enzima peroxidase). Os
anticorpos e as outras moléculas nao ligados sao removidos por lavagem, sendo que os
anticorpos conjugados ligados a insulina da amostra sao detectados por reaccao do

enzima peroxidase com 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina. O produto ¢é medido

" ELISA, enzyme-linked immuno-sorbent assay.
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espectrofotometricamente. A determinacao da concentracao de insulina na amostra foi
efectuada por recurso a uma curva de calibracao, utilizando solucées-padrao de insulina
fornecidas com o kit. Este método apresenta uma sensibilidade de 0.13 ug/L.

Apds a colheita, as amostras de sangue arterial (40 ul) foram centrifugadas (3
min, 16755 g; minicentrifuga Corning Costar Corporation, EUA) para obtencdo de soro.
Todas as solucdes foram adicionadas nos pocos da placa do ensaio fornecida com o kit.
A nossa amostra de soro (5 pl) adicionou-se a solucdo de anticorpo conjugado com o
peroxidase (50 ul). Esta mistura foi incubada durante 2 h a temperatura ambiente. Em
seguida, procedeu-se a lavagem com o tampao de lavagem fornecido com o kit e
adicionou-se a solucao de 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (200 ul). Incubou-se durante 30
min & temperatura ambiente e parou-se a reaccio por adicdo de H,5S0, 0.05 mol.dm>.
Finalmente, leu-se a absorvéncia da solucao a 450 nm (espectrofotometro Ultraspec

4000 UV/Visible, Pharmacia Biotech, EUA).
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3.11. QUANTIFICAGAO DO GLUTATIONO HEPATICO

3.11.1. QUANTIFICAGAO DE GLUTATIONO PELO METODO COLORIMETRICO

Este método foi utilizado para determinar a concentracao de glutationo hepatico
em ratos Sprague-Dawley, no ambito das experiéncias cujos resultados sao apresentados
no capitulo 5. Recorreu-se a um método espectrofotométrico-colorimétrico, utilizando
um kit comercial (Bioxytech GSH-420, OxisResearch, EUA).

A amostra é totalmente reduzida por adicdo de um agente redutor (tris-(2-
carboxietil)-fosfano, TCEP), convertendo todo o glutationo oxidado (GSSG) da amostra a
forma reduzida (GSH). Em seguida, é adicionado um cromogénio (o metilsulfato de 4-
cloro-1-metil-7-trifluorometilquinolina, CMTFQ), o qual reage com os tidis (-SH)
presentes na solucao, formando-se tioéteres. Finalmente, com adicdao de base forte
ocorre uma reaccao de B-eliminacao especifica para o tioéter-GSH, resultando na
formacao de uma tiona, o cromoéforo da reaccao, cuja absorvéncia a 420 nm é
directamente proporcional a concentracao de glutationo.

No final da experiéncia, antes de sacrificar o animal, as amostras de figado
foram colhidas, congeladas e armazenadas a -70 °C para posterior quantificacao do
glutationo. No dia da quantificacdo, a amostra de figado (aproximadamente 0.1 g de
massa) foi lavada com NaCl 0.9 %, pesada e homogeneizada em reagente precipitante
(acido tricloroacético, TCA), na proporcao 1/20 (m/v). O homogeneizado resultante foi
centrifugado durante 10 min a 3000 g, 4 °C (centrifuga Beckman GS-15R, rotor 54180,
Beckman Coulter Inc., EUA) e o sobrenadante foi colhido. Ao sobrenadante (200 ul)
adicionou-se 200 pl de tampao pH 7.8 (solucao de fosfato de potassio, acido
dietilenotriaminapenta acético-DTPA- e lubrol) e o agente redutor (TCEP, 200 ul). Em
seguida, adicionou-se o cromogénio (CMTFQ, 200 ul) e elevou-se o pH da solucao

(pH>13) com adicdo de hidroxido de sdédio (200 ul). A incubacao da mistura durante 30
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min, no escuro e a temperatura ambiente, permitiu a formacao do cromoéforo (a tiona
7-trifluorometil-4-tioquinolina). Finalmente, mediu-se a absorvéncia desta solucao a 420
nm (espectrofotometro Ultraspec 4000 UV/Visible, Pharmacia Biotech, EUA).

A absorvéncia do cromoforo é linearmente proporcional a concentracao de GSH.
Assim, utilizando solucées-padrao de GSH (fornecidas com o kit Bioxytech GSH-420 da
OxisResearch), efectuou-se uma recta de calibracdo (regressao linear) para

determinacao da concentracao de GSH na amostra de figado.

3.11.2. QUANTIFICACAO DE GLUTATIONO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ELEVADA

PRESSAO (HPLC)

Desenvolveu-se também uma técnica de cromatografia liquida de elevada
pressao (HPLC) acoplada a um sistema de deteccao espectrofotométrica para
quantificacdo da concentracao de glutationo hepatico. Este método foi utilizado na
determinacao da concentracao de glutationo no figado de ratos Zucker, obesos e
diabéticos, de 9 e 52 semanas (capitulos 6 e 7).

A técnica de HPLC implementada permite quantificar com grande precisao o
glutationo na forma reduzida (GSH) e na forma oxidada (GSSG), baseando-se na rapida
derivatizacao dos grupos tiol (-SH) livres com N-etilmaleimida (NEM), antes da
desproteinizacao acida e da adicdo do cromogénio 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNFB),
para posterior separacao cromatografica (HPLC) e deteccao espectrofotométrica do
complexo glutationo-DNB.

0O método para determinacao do glutationo hepatico por HPLC foi adaptado dos
métodos descritos por Asensi, Giustarini e colaboradores (Asensi et al., 1994; Giustarini
et al., 2003), implementados para determinacdo da concentracao de glutationo

sanguineo.
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Assim, apos laparotomia (animal anestesiado), colheu-se a amostra de figado
(0.2-0.3 g), que foi conservada em azoto liquido. No dia da quantificacao, a amostra foi
homogeneizada em NEM 24 mol.dm™ (1 ml) e deixada em repouso durante 1 min. Depois
adicionou-se TCA 50 % (m/v), de modo a obter uma concentracao final de 20 % (m/v) e
aguardaram-se 10 min, a 0 °C. Em seguida, realizou-se uma centrifugacao de a 30000 g
e a 4 °C, durante 20 min, numa centrifuga Avanti J-25 (rotor JA 25-50, Beckman Coulter
Inc., EUA). Recolheu-se o sobrenadante (1 ml), que foi lavado por adicao de
diclorometano (10 ml) para remover o excesso de NEM e aguardou-se até a formacao de
duas fases distintas. A fase aquosa (100 ul) adicionou-se TRIS-HCL (1 mol.dm?, pH 10, 50
ul) e o corante DNFB (1.5 % (v/v), 150 ul). Incubou-se a mistura reaccional durante 3 h,
a temperatura ambiente e em local escuro. Finalmente, adicionou-se HCl 37 % (10 ul) e
procedeu-se a eluicao das amostras para separacao por HPLC de permuta idnica.

O sistema de HPLC utilizado foi constituido por duas bombas de injeccao de
solvente (LaChrom L-7100, Hitachi, EUA), um detector espectrofotométrico (LaChrom L-
7400 UV-Detector, Hitachi, EUA) programado para 355 nm, um interface (LaChrom D-
7000 HPLC System, Hitachi, EUA), um loop de injeccao de 20 ul (Rheodyne 7725 Sample
Loop, Rheodyne, Alemanha) e um injector automatico (multi-sampler Marathon-XT
v3.1, Pharmacia, Holanda). Para determinacao e analise dos cromatogramas, usou-se o
software LaChrom D-2500/D7500 Data File Conversion Utility (Hitachi, EUA).
Adicionalmente, as areas sob as curvas correspondentes aos picos de GSH e GSSG foram
determinadas recorrendo ao programa TableCurve 2D v5.01 (Systat Software Inc., EUA).

Foi utilizada uma coluna de permuta ionica (LiChroCART 250-4 HPLC-Cartridge,
Purospher Star NH2, 5 um, Merck, Alemanha), protegida por duas pré-colunas
(LiChroCART 1514960001, Merck KGaA, Alemanha). A fase movel utilizada na eluicao foi
uma mistura de 4 solventes: A, agua desionizada; B, acido acético 3 mol.dm?; C,
acetato de sodio 3 mol.dm?; e D, metanol (pureza > 99.9 %). Aplicou-se um gradiente

de concentracao (% v/v) aos solventes A, B e C ao longo do ciclo de eluicao, o qual teve
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a duracao de 45 min, conforme se apresenta na figura 3.8. A eluicao foi efectuada a
temperatura ambiente, com um fluxo constante de 1.2 ml/min. A pressao na coluna

manteve-se a 170 - 180 bar durante o processo.

80 D: ) [
et ¥

0 8 13 44 45

Tempo (min)
Figura 3.8: Esquema representativo do ciclo de eluicdo utilizado para quantificacdo do glutationo por
cromatografia liquida de elevada pressao (HPLC). Eluentes: A, agua desionizada (preto); B, acido acético
3 mol.dm? e C, acetato de sédio 3 mol.dm™ (vermelho); D, metanol (verde). Condices iniciais (0 - 8 min):

14 % de A, 3% de B, 3 % de C e 80 % de D; 8 - 13 min: gradiente linear; 13 - 44 min: 0 % de A, 10 % de B, 10
% de C, 80 % de D; 44 - 45 min: gradiente linear; 45 min: condicées iniciais.

A eluicao do GSH e do GSSG ocorreu aproximadamente aos 15 min e 23 min,
respectivamente. A deteccdo dos picos foi efectuada por leitura da absorvéncia a 355
nm, sendo a area sob a curva linearmente proporcional a concentracao de glutationo na
amostra. Para determinacdo da concentracao de GSH e GSSG na amostra realizou-se
uma recta de calibracdo diaria, utilizando solucoes-padrao de GSH e GSSG. Estas

solucdes-padrao foram preparadas nas mesmas condicoes que as amostras bioldgicas.
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3.12. QUANTIFICAGAO DA MASSA ADIPOSA

3.12.1. ESTIMATIVA DA MASSA ADIPOSA CORPORAL TOTAL

A massa adiposa corporal foi estimada recorrendo a analise de impedancia
bioeléctrica tetrapolar, de acordo com o previamente descrito por Hall e colaboradores
(Hall et al., 1989). Este método permite estimar a massa gorda corporal total, nio
diferenciando a regido ou regides em que a adiposidade é mais acentuada.

Apds inducao da anestesia, cortou-se o pélo da regiao dorsal do rato. Este foi
colocado em posicao de decubito ventral sobre uma superficie nao condutora, com a
cabeca e a cauda alinhadas ao longo do eixo longitudinal do corpo e os membros
dispostos para fora, formando um angulo recto com a linha do corpo. Em seguida, foram
colocados 4 eléctrodos (agulhas 20 G, dobradas num angulo de 90°), subcutaneamente,
ao longo da linha média do dorso do animal em 4 locais: entre os olhos (eléctrodo-fonte
1, S1); na base do cranio (eléctrodo de deteccao 1, D1); pelvis média (eléctrodo de
deteccdo 2, D2); e na cauda, a 4 cm da base (eléctrodo-fonte 2, S2). Ap6s medir a
distancia entre os eléctrodos S1 e S2 (Si.), usou-se um analisador bioeléctrico de
composicao corporal (Quantum Il, RJL Systems, EUA) para determinar a resisténcia
eléctrica corporal (R), com uma corrente de baixa intensidade (800 pA a 50kHz). A
determinacao da massa corporal ndao-gorda foi obtida a partir da seguinte equacao:

FFM (g) = 126.66 * (S1.2)* / R - 28.84 (Equacio 3.3),
em que FFM, representa a massa corporal ndo gorda (g); Si,, a distancia entre os
eléctrodos fonte 1 (51) e 2 (52) (cm); e R representa a resisténcia eléctrica corporal.

Posteriormente, o calculo da diferenca entre a massa corporal (peso) total e a
massa corporal ndo-gorda, permite a quantificacao da massa gorda corporal do animal:

FM = bw - (126.66*d” / R - 28.84) (Equacao 3.4),

em que FM, representa a massa gorda corporal; e bw, o peso corporal do animal.
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Uma vez que impedancia varia com o volume de agua corporal, o estado de
hidratacao do animal é relevante. Assim, no inicio da cirurgia, o animal foi observado

de modo a identificar possiveis sinais de desidratacao, o que nao ocorreu.

3.12.2. QUANTIFICAGAO DA MASSA ADIPOSA ABDOMINAL

A medicao da massa adiposa abdominal da regiao peri-renal, epididimal e peri-
entérica foi efectuada no final da experiéncia.

Apos laparotomia extensa, até a zona do pénis, colocou-se gaze na cavidade
abdominal, para absorver os fluidos que para ai drenaram. Removeram-se os rins e,
apos romper a membrana circundante, colheu-se a adiposidade peri-renal, tendo tido o
cuidado de a separar do tecido muscular adjacente e limpar o sangue dos tecidos
colhidos. Posteriormente, separou-se a gordura epididimal, localizada acima dos
testiculos, dos proprios testiculos e restantes estruturas do tracto reprodutivo. Colheu-
se ainda a adiposidade peri-entérica, que envolve o intestino, desde o colon até ao
estomago, tendo particular cuidado na separacao do pancreas, por ser, no rato, uma
estrutura bastante difusa. Todos os depdsitos de gordura colhidos foram imediatamente
pesados e a sua massa anotada. A massa adiposa abdominal total foi aqui considerada
como a soma das massas individuais das adiposidades regionais (peri-renal, epididimal e

peri-entérica).
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3.13. MANIPULAGAO DA VIA DA HISS

3.13.1. INIBICAO DA ACCAO DA INSULINA DEPENDENTE DA VIA DA HISS

A inibicao da via da HISS secc¢bes (3.13.1.1 a 3.13.1.4) permitiu avaliar a accao
da insulina independente da HISS, assim como calcular a componente dependente da

HISS (seccao 3.13.3).

3.13.1.1. Jejum

Conforme discutido na seccao 3.3.1.1, a via de accao da insulina dependente da
HISS esta activa apenas no estado pos-prandial. A submissao de animais a periodos de
jejum crescentes provoca uma diminuicao progressiva da componente da HISS sem
afectar a componente independente (Lautt et al., 2001). Assim, ao efectuar um RIST

apods 24 h de jejum, determina-se a accao da insulina totalmente independente da HISS.

3.13.1.2. Desnervacgao do plexo anterior hepatico

A desnervacao do plexo anterior hepatico (procedimento cirlrgico descrito na
seccao 3.4.2.5) bloqueia a accao da insulina dependente da HISS, mesmo que este
procedimento seja efectuado no estado pos-prandial. Com efeito, segundo Lautt e
colaboradores (Xie e Lautt, 1996b; Lautt et al., 2001), a sensibilidade a insulina 30 min
apos a desnervacao é semelhante a sensibilidade a insulina ap6s 24 h de jejum.

O RIST index pos-desnervacao foi usado para medir a accao da insulina
independente da HISS, isto é, a accdo da insulina per se. A diferenca entre o RIST index
controlo (pos-prandial) e o RIST index pos-desnervacao permitiu quantificar a accao da

insulina dependente da HISS (seccao 3.13.3).
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3.13.1.3. Administracao de atropina

Conforme representado no esquema da figura 3.9, apos realizacao do RIST
controlo no estado pos-prandial, efectuou-se a administracao da atropina. A atropina foi
administrada por perfusao continua (6 ml/h, 5 min, iv), nas doses de 1 mg/kg (capitulos
4 e 5) ou 3 mg/kg (capitulos 6, 7 e 8). Apos a administracao de atropina aguardou-se 30
min para estabilizacdo do animal (Xie e Lautt, 1995a), determinou-se a glicémia basal e

realizou-se um segundo RIST (pds-atropina).

Atropina iv Determinacao
6 ml/h Fim da da baseline RIST
(inicio) perfusao (inicio) pos-atropina

0

| q|
[ |
35 ~45

]
|
5

Tempo (min)

Figura 3.9: Esquema ilustrativo do protocolo de administracdo de atropina para inibicdo da acg¢do da
insulina dependente da via da HISS. A administracdo de atropina foi efectuada por perfusdo continua (6
ml/h, 5 min, iv), nas doses de 1 mg/kg ou 3 mg/kg. HISS, substancia hepatica sensibilizadora da insulina;
RIST, teste rapido de sensibilidade a insulina.

Estd descrito que a administracao de atropina, um antagonista muscarinico,
produz uma resisténcia a insulina dependente da HISS, cuja magnitude é semelhante a
observada pelo jejum ou desnervacao cirlrgica do plexo anterior hepatico (Xie e Lautt,
1996b; Lautt et al., 2001). Os efeitos produzidos pela administracao de atropina na dose
de 1 mg/kg e de 3 mg/kg sao semelhantes, tanto hemodinamicamente como na
sensibilidade a insulina (Takayama et al., 2000). Comparando a via de administracao iv
com a via ipv (intraportal), também nao ha diferencas na inibicao da sensibilidade a

insulina (Takayama et al., 2000).
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Desta forma, o RIST pos-atropina representa a accao da insulina independente da
HISS, pelo que a diferenca entre o RIST controlo pos-prandial e o RIST pos-atropina foi
usada para medir a accao da insulina dependente da componente da HISS (ver seccao

3.13.3).

3.13.1.4. Administracdo de N-monometil-L-arginina (L-NMMA)

A N-monometil-L-arginina (L-NMMA) foi administrada por via ipv na dose de 0.73
mg/kg. Apos a administracdao de L-NMMA, aguardou-se 60 min e em seguida realizou-se o
RIST pos-L-NMMA.

A dose de L-NMMA (0.73 mg/kg) e o tempo de espera (60 min) antes da
realizacao do RIST pos-L-NMMA, foram os descritos por Sadri e colaboradores para obter
uma accao maxima deste farmaco, que se mantém durante pelo menos 2 h (Sadri e
Lautt, 1999). Uma vez que a L-NMMA é um inibidor competitivo do sintase do mondxido
de azoto (NOS), a sua administracao por via ipv inibe a sintese do monoéxido de azoto
(6xido nitrico, "NO) hepatico e, desta forma, inibe a accao da HISS, pelo que o RIST pos-

L-NMMA representa a accao da insulina independente da HISS.

3.13.2. ACTIVAGAO OU POTENCIAGAO DA VIA DA HISS

Nesta seccao abordam-se as técnicas utilizadas para mimetizar ou potenciar a
accao da HISS, em modelos patoldgicos ou fisiologicos em que a componente de accao
da insulina dependente da HISS se encontrava diminuida ou foi inibida por um dos

processos descritos anteriormente.

145



Capitulo 3
Materiais e Métodos

3.13.2.1. Ingestao de uma refeicao (estado poés-prandial)

Como referido, a accao da HISS é maxima no apods a ingestdao de uma refeicao e
praticamente inexistente ao fim de 24 h de jejum (Lautt et al., 2001). Nos protocolos
em que se pretendia assegurar que a accao da HISS era maxima, os animais foram
submetidos a um jejum de 18 h, seguido de acesso a comida durante 1 h. A
determinacao da glicémia basal foi efectuada cerca de 90 min depois, para posterior
realizacao do teste de sensibilidade a insulina poés-prandial (RIST controlo). Desta
forma, assegurou-se que no inicio da experiéncia os animais estavam no estado pos-
prandial e que, por isso, a via da HISS estava activa.

Nos animais em que se efectuou a cateterizacdo gastrica ou entérica e em que a
administracao da refeicao-teste liquida foi feita directamente no estomago ou duodeno,
aguardou-se também cerca de 90 min apds a administracao da refeicao liquida, para em

seguida se determinar a baseline e realizar o RIST pos-prandial.

3.13.2.2. Administracdo de 3-hidrocloreto de morfolinosidnonimina

(SIN-1)

Nas experiéncias em que se procurou aumentar a concentracao de “NO no figado
e testar o seu efeito na sensibilidade a insulina, procedeu-se a administracao ipv de 3-
hidrocloreto de morfolinosidnonimina (SIN-1), conforme descrito por Sadri e
colaboradores (Sadri e Lautt, 1999). O SIN-1 foi administrado por via ipv (5 mg/kg, em
bolus de 0.5 ml) e, apos estabelecer novo nivel basal de glicémia arterial, realizou-se o
RIST pos-SIN-1. O SIN-1 é um dador de ‘NO cuja administracdo por via ipv reverte a
resisténcia a insulina dependente da HISS quando provocada por inibicado do NOS
hepatico, ao contrario do observado com outros dadores de “NO, como o nitroprussiato

de sodio (SNP) (Guarino et al., 2003).
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3.13.3. QUANTIFICACAO DA ACGCAO DA INSULINA DEPENDENTE DA VIA DA HISS

O RIST index controlo no estado poés-prandial consiste na soma das componentes
de accao da insulina dependente e independente da HISS. O bloqueio da HISS por um
dos métodos descritos na seccao 3.13.1 resulta na accao da insulina independente da
HISS (RIST index obtido apos bloqueio da HISS). A avaliacao da componente de accdo da
insulina dependente da HISS foi feita de duas formas: (i) calculo da diferenca entre o
RIST index controlo poés-prandial e o RIST index pds-bloqueio da accao da HISS; (ii)
analise das curvas dinamicas do RIST, nas quais se subtraiu a componente de accao da
insulina independente da HISS a resposta controlo, obtendo-se o perfil da componente

de accao da insulina dependente da HISS.
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3.14. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.14.1. A ADMINISTRACAO INTRAGASTRICA OU INTRA-ENTERICA DE UMA REFEICAO MISTA

POTENCIA A SENSIBILIDADE A INSULINA

Em todos os protocolos experimentais desenvolvidos nesta seccao foram
utilizados ratos Sprague-Dawley machos, de 9 semanas de idade, em jejum (24 h) na
altura de inicio da experiéncia. Os animais foram testados sob anestesia (modelo agudo)
ou no estado consciente (modelo cronico). As cirurgias realizadas no modelo agudo e no
modelo crénico foram as descritas na seccao 3.4 e incluiram a cateterizacao gastrica ou
entérica. Os resultados obtidos pela realizacao destas experiéncias sao apresentados no

capitulo 4.

3.14.1.1. Efeito da administracdo intragastrica de diferentes solucdes

na sensibilidade a insulina em animais anestesiados

Os animais foram divididos aleatoriamente em varios grupos, consoante as
solucoes-refeicao testadas.

Apds determinacao da glicémia basal, realizou-se o RIST controlo (jejum). Em
seguida, utilizando o catéter gastrico, administraram-se (via ig) as diferentes refeicoes
liquidas, nas doses de 10 ml/kg ou 20 ml/kg, a um débito de 1 ml/min. Noventa minutos
depois, determinou-se a glicémia basal pos-prandial e realizou-se um segundo RIST (RIST
pos-prandial).

As solucdes testadas como refeicdes liquidas foram agua destilada, solucao
aquosa de D-glucose (173.0 mg/ml), solucao aquosa de sacarose (329.0 mg/ml) e uma

refeicao liquida mista comercial (Boost, Mead Johnson Nutritionals), constituida por
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173.0 mg/ml de glicidos, 42.2 mg/ml de proteinas e 16.9.mg/ml de lipidos (tabela VI).

A agua foi administrada apenas na dose de 20 ml/kg.

Tabela VI - Composicao da refeicao liquida mista comercial (Boost®) de acordo com a informacéo
do fabricante (Mead Johnson Nutritionals, Canada).

Nutriente (mg/ml) Refeicao liquida mista

(Boost)
Lipidos 16.9
Acidos gordos saturados 2.1
Acidos gordos monoinsaturados 10.6
Acidos gordos polinsaturados 4.2
Colesterol 0.03
Glicidos 173.0
Proteinas 42.2
Minerais 6.5
Sédio 1.1
Potassio 1.6
Cloro 1.3
Calcio 1.1°2
Fosforo 0.7°
Vitaminas 0.14
Vitamina C 0.1°
Vitamina E ((1/ml) 16.0?

? Valor correspondente a 25 % da dose diaria recomendada para adultos do sexo
masculino com idade compreendida entre os 19 e 50 anos, de acordo com o descrito
pelo Departamento Agricola dos EUA (USDA).

3.14.1.2. Efeito da desnervacdo hepéatica na potenciacao da accdo da

insulina induzida pela refeicdo mista em animais anestesiados

Nesta série de experiéncias, realizadas em animais anestesiados, a cirurgia
incluiu a desnervacao do plexo anterior hepatico (seccao 3.4.2.5). Apos a realizacdo do

RIST controlo (jejum), administrou-se a refeicdo liquida mista (Boost, Mead Johnson
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Nutritionals, 10 ml/kg, ig), conforme descrito na seccao anterior. Noventa minutos

depois estabeleceu-se nova baseline e realizou-se o RIST pds-prandial.

3.14.1.3. Efeito da administracdo intragastrica de diferentes solucées-
refeicées na sensibilidade a insulina dependente da HISS em

animais conscientes

Durante todo o protocolo experimental (pos-cirlrgico), os animais
permaneceram conscientes e livres de movimentos.

Realizou-se o RIST controlo (jejum) e em seguida administraram-se (10 ml/kg,
ig) as solucoes-refeicoes liquidas (D-glucose, 173.0 mg/ml; e refeicao liquida mista
comercial Boost). Apo6s um periodo de estabilizacdo de 90 min, determinou-se a
glicémia basal e realizou-se o RIST poés-prandial. Em seguida, procedeu-se a
administracao da atropina (1 mg/kg, iv), como descrito na seccao 3.13.1.3. Aguardou-se
30 min, determinou-se a nova glicémia basal e efectuou-se um terceiro RIST (RIST pos-

atropina).

3.14.1.4. Estudo da importéncia do intestino na potenciacao da accéo

da insulina induzida pela refeicao liquida mista

Estas experiéncias foram desenvolvidas no modelo agudo (animais sob anestesia)
e a cirurgia envolveu a cateterizacao gastrica ou duodenal, com colocacao de uma
banda duodenal para impedir a passagem de comida do estébmago para o duodeno e
vice-versa (seccao 3.4.2.4). Os animais foram divididos em dois grupos, de acordo com a
via de administracdo da solucdo-refeicao (ig ou intra-entérica).

Este protocolo experimental consistiu na realizacao de dois RISTs, o primeiro no

estado de jejum (RIST controlo) e o segundo ap6s a administracao da solucdo-refeicao
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liquida mista (Boost, 10 ml/kg, 1 ml/min). A administracao da refeicao mista foi testada
por via ig e por via intra-entérica. Nos protocolos em que se efectuou a administracao
da refeicdo mista por via intra-entérica, foi ainda administrada atropina (1 mg/kg, iv) e

realizado um RIST pos-atropina.

3.14.2. A INSULINORRESISTENCIA POS-PRANDIAL ASSOCIADA A OBESIDADE INDUZIDA
POR UMA DIETA RICA EM LiPIDOS E PROVOCADA PELO DECRESCIMO DE ACCAO

DA HISS

Os protocolos experimentais a seguir descritos foram realizados em ratos

Sprague-Dawley anestesiados e os resultados obtidos sdo apresentados no capitulo 5.

3.14.2.1. Dietas e regime alimentar

Nesta série de experiéncias foram utilizadas duas dietas: uma dieta controlo
(STD, Prolab RMH 3000 5P00, Labdiet, EUA) e uma dieta rica em lipidos (HFD, DIO Series
Diets D12492, Research Diets Inc., EUA). Na tabela VIl apresenta-se uma comparacao da
composicao das duas dietas utilizadas nestas experiéncias.

A dieta controlo é uma racao standard (STD), normalmente utilizada em
laboratério para a manutencao de ratos, cujo contedo energético é fornecido por 26 %
de proteinas, 60 % de glicidos e 14 % de lipidos e com uma energia bruta de 4.1 kcal/g.
A dieta rica em lipidos é constituida (percentagem de conteldo calorico) por 20 % de
proteinas, 20 % de glicidos e 60 % de lipidos, apresentando uma energia bruta de cerca

de 5.2 kcal/g.
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Tabela VIl - Composicao reportada pelos fabricantes das dietas controlo (STD, Prolab RMH 3000

5P00, Labdiet, EUA) e rica em lipidos (HFD, DIO Series Diets D12492, Research Diets Inc., EUA).

Nutriente Dieta controlo Dieta rica em lipidos
(por 100 g de dieta) (STD, Prolab) (HFD, DIO series)
Lipidos (g) 10.9 34.9
Acidos gordos saturados (g) 1.8 10.0®
Acidos gordos monoinsaturados (g) 1.6 20.2°
Acidos gordos polinsaturados (g) 2.2 3.9°
Colesterol (mg) 19.5 30.1
Glicidos (g) 52.0 26.3
Amido (g) 30.4 0.0
Maltodextrina (g) 0.0 16.1
Sacarose (g) 1.0 8.9
Proteinas (g) 22.5 26.2
Arginina (g) 1.4 1.0
Cistina (g) 0.3 0.3
Aspartato(g) 2.4 1.7
Isoleucina (g) 1.1 1.4
Leucina (g) 1.7 2.1
Lisina (g) 1.3 1.9
Prolina (g) 1.7 2.6
Valina (g) 1.1 1.7
Fenilalanina (g) 1.0 1.2
Tirosina (g) 0.6 1.5
Outros aminoacidos (g) 10.9 10.7
Fibras (g) 4.0° 6.5°¢
Minerais 6.1 4.5
Vitaminas 1.0 1.2
Colina (mg) 0.2 0.2

2 Valores aproximados, calculados de acordo com a composicdo do 6leo de soja descrita pelo Departamento
Agricola dos EUA (USDA Nutrient Database, SR20-Reports by Single Nutrients).

b Maioritariamente celulose, hemicelulose e lenhina.

¢ Celulose.

Apos 1 semana de acondiconamento, os animais (com 5 semanas de idade) foram
divididos aleatoriamente em 3 grupos, de acordo com a sua dieta nas 4 semanas

seguintes (figura 3.10): (i) o primeiro, o grupo controlo (STD), foi alimentado apenas
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com dieta controlo até ao dia da experiéncia; (ii) o segundo grupo (HFD-1) foi
alimentado com a dieta controlo durante 3 semanas, passando depois a receber a dieta
rica em lipidos durante a Ultima semana (1 semana de dieta rica em lipidos); (iii) o
terceiro grupo (HFD-4) foi alimentado com a dieta lipidica durante as 4 semanas
seguintes até ao dia da experiéncia (4 semanas de dieta rica em lipidos).

Todos os animais foram testados com 9 semanas de idade. Foi-lhes dado livre

acesso a agua e comida até a véspera da experiéncia (figura 3.10).

Chegada as instalagdes HFD-4: HFD-1: .
do biotério inicio da dieta inicio da dieta Experiéncia
(dieta controlo - STD) lipidica lipidica (RliTs)
| L
| I M
4 5 8 9

Idade (semanas)
Figura 3.10: Esquema do regime alimentar a que os animais que receberam dieta standard (STD) ou
dieta rica em lipidos foram submetidos. Os animais controlo (STD) receberam apenas racao standard
(Prolab RMH 3000 5P00, Labdiet). Os ratos HFD-1 receberam racao rica em lipidos (DIO Series Diets D12492,
Research Diets) durante 1 semana, a partir da 8.2 semana de idade. O grupo HFD-4 foi alimentado com a

racdo lipidica durante 4 semanas, a partir da 5.2 semana de idade.Todos os animais foram testados com 9
semanas de idade.

3.14.2.2. Efeito da dieta rica em lipidos na sensibilidade a insulina

Os animais foram submetidos a um jejum de 18 h, iniciado na véspera, seguido
de livre acesso a comida durante 1 h (racao correspondente a dieta de cada grupo), de
forma a assegurar que os animais estavam no estado pos-prandial no inicio da
experiéncia. Determinou-se a glicémia arterial basal (pos-prandial) e colheu-se sangue
para quantificacao da insulinémia, por ELISA (seccao 3.10.2). Em seguida, avaliou-se a
sensibilidade a insulina total pos-prandial, através da realizacdo de um RIST (RIST

controlo). Inibiu-se a via da HISS por antagonismo colinérgico, através da administracao
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de atropina (1 mg/kg, iv). Trinta minutos depois determinou-se novamente a glicémia
arterial basal e realizou-se um segundo RIST (RIST pos-atropina), como descrito na
seccao 3.13.1.3 e figura 3.9.

Imediatamente antes e depois de cada RIST colheram-se amostras de sangue

arterial para determinacao da insulinémia, como previamente descrito (seccao 3.10).

3.14.2.3. Efeito da dieta rica em lipidos na massa gorda e na

concentracao de glutationo hepatico

A medicao da adiposidade corporal (total) foi efectuada no inicio da experiéncia,
apos inducdao da anestesia e antes do inicio da cirurgia, analise de impedancia
bioeléctrica tetrapolar, como descrito na seccao 3.12.1.

No final da experiéncia, realizou-se uma laparotomia mediana e colheu-se uma
amostra de figado, a qual foi congelada com gelo seco e conservada a -70 °C, para
posterior quantificacdao do glutationo pelo método colorimétrico (seccao 3.11.1). Esta
laparotomia foi também utilizada para colher os depdsitos de gordura epididimal, peri-

renal e peri-entérica, como descrito na seccao 3.12.2.

3.14.3. A INSULINORRESISTENCIA POS-PRANDIAL EM RATOS ZUCKER OBESOS (OZR) ESTA

ASSOCIADA A DIMINUICAO DE AMBAS AS COMPONENTES DE ACGAO DA INSULINA

Nestes protocolos foram utilizados ratos Zucker, obesos (OZR) e nao obesos
(LZR), com 9 e 52 semanas de idade. Os animais foram submetidos a 18 h de jejum,
seguido de 1 h com livre acesso a comida. Todos os ratos foram testados sob anestesia.

Os resultados correspondentes a estas experiéncias apresentam-se no capitulo 6.
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3.14.3.1. Concentracéao de glutationo hepéatico

Especificamente para quantificacao do glutationo (reduzido e oxidado) hepatico,
usou-se um grupo de cada estirpe e de cada idade, isto € OZR e LZR de 9 e 52 semanas.
Assim, apo6s uma laparotomia mediana, recolheram-se as amostras de figado, que foram
conservadas em azoto liquido (-180 °C) para posterior quantificacao do glutationo (por

HPLC; seccao 3.11.2).

3.14.3.2. Estudo da sensibilidade a insulina dependente e
independente da HISS em ratos Zucker de 9 e 52 semanas:

efeito da administracao de atropina

Apds a determinacao da glicémia basal (pos-prandial), colheu-se uma amostra de
sangue para determinacdo da insulinémia (por RIA, seccdao 3.10.1) e realizou-se o
primeiro RIST (RIST controlo). Em seguida, administrou-se atropina (3 mg/kg, iv) e

realizou-se um segundo RIST (RIST pos-atropina) (seccao 3.13.1.3; figura 3.9).

3.14.3.3. Efeito da administracao de SIN-1 na resisténcia a insulina

pos-prandial induzida por L-NMMA em ratos Zucker

A cirurgia nestes animais incluiu a cateterizacdao da veia porta, para
administracao de farmacos por via ipv (seccao 3.4.2.3).

Depois de determinada a glicémia pods-prandial basal, realizou-se o RIST
controlo. Em seguida, administrou-se a L-NMMA (0.73 mg/kg, ipv), para bloqueio da via
da HISS por inibicao do NOS hepatico e 60 min depois realizou-se o RIST pos-L-NMMA,
conforme descrito na seccao 3.13.1.4. Em seguida, administrou-se SIN-1 (5 mg/kg, ipv),
um dador de °NO, e, apos estabilizacao da glicémia, realizou-se o terceiro RIST (pods-

SIN-1, seccao 3.13.2.2).
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3.14.4. O CONTRIBUTO DO COMPROMISSO DA ACCAO DA HISS PARA A
INSULINORRESISTENCIA POS-PRANDIAL NUM MODELO ANIMAL DE DIABETES

MELLITUS TIPO 2

Nestas experiéncias, cujos resultados sdao apresentados no capitulo 7, foram
utilizados ratos Zucker diabéticos obesos (ZDF), com 9 semanas de idade. Os LZR foram

utilizados como controlos ndo obesos e nao diabéticos.

3.14.4.1. Racdes

Apds a chegada as instalacoes da FCM-UNL, os ratos ZDF foram divididos
aleatoriamente em dois grupos, alimentados ad libitum com duas racoes diferentes até
a véspera da experiéncia. Um dos grupos recebeu racao Panlab A04 (Panlab S.L.,
Espanha), enquanto o outro foi alimentado com Purina 5008 (Labdiet, EUA). A racao
Purina 5008 é a racao recomendada pelo fornecedor dos ratos ZDF (Charles River) para
o desenvolvimento da diabetes tipo 2 nesses animais. A racao Panlab A04 é a racao
standard normalmente utilizada no Biotério da FCM-UNL. Na tabela VIIl da pagina

seguinte apresenta-se uma comparacao nutricional entre as duas racoes.

3.14.4.2. Estudo da sensibilidade a insulina pés-prandial em ratos ZDF

Os animais foram testados no estado pos-prandial: na véspera da experiéncia
foram submetidos a 18 h de jejum, seguido de 1 h com livre acesso a comida, ja no dia
da experiéncia. Todos foram testados sob anestesia. Determinou-se a glicémia basal e
colheu-se sangue para determinacao da insulinémia, por RIA (seccdo 3.10.1). Realizou-
se 0 RIST controlo (pos-prandial). Apos bloqueio da via da HISS por administracao de

atropina (3 mg/kg, iv), realizou-se um RIST pods-atropina (seccoes 3.13.1.3 e 3.14.2.2).
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No final da experiéncia, realizou-se uma laparotomia e colheu-se o figado para
quantificacao do glutationo por HPLC (seccao 3.11.2).

Adicionalmente, utilizou-se um grupo de ratos controlo (LZR) e um grupo de
ratos ZDF com racdo Purina 5008, ambos no estado pds-prandial e sem realizacao de
outros procedimentos cirdrgicos nem testes de sensibilidade a insulina, para

quantificacao do glutationo hepatico, também por HPLC.

Tabela VIII - Composicao das racoes Panlab A0O4 (Panlab S.L., Espanha) e Purina 5008 (Labdiet,
EUA), quanto ao conteldo caldrico e principais nutrientes.

Racao Panlab | Rag¢ao Purina
AO4 5008
Energia bruta aproximada (kcal/g) 3.7 4.2
Conteudo Lipidos (%) 12.0 16.7
calorico Glicidos (%) 62.8 56.4
Proteinas (%) 25.2 26.8
Glicidos (g) 60.5 49.4
Amido (g) 41 34.9
Lipidos (g) 2.9 6.5
Acidos gordos saturados (g) 0.6 2.5
Acidos gordos monoinsaturados (g) 0.7 2.3
Acidos gordos polinsaturados (g) 1.5 1.8
Nutrientes .
Proteinas (g) 15.4 23.5
(por100gde | Arginina (g) 0.9 1.4
dieta) M.eti'onina (g) 0.3 0.4
Cistina (g) 0.3 0.4
Treonina (g) 0.5 0.9
Triptofano (g) 0.2 0.3
Lisina (g) 0.8 1.4
Minerais 5.3 6.8
Vitaminas 1.7 2.2
Colina (mg) 0.1 0.2
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3.15. METODOS ESTATISTICOS

Os valores apresentados ao longo deste trabalho correspondem a médias + erro
padrao da média (SEM). Conforme aplicavel, a significancia da diferenca entre os
valores médios foi calculada através de testes t-student (testes t), paired ou unpaired
(two-tailed), consoante o desenho experimental fosse, respectivamente, emparelhado
ou nao emparelhado; e analise de variancia (ANOVA), one-way ANOVA ou repeated
measures ANOVA, seguidos do teste de Tukey-Kramer. Nos casos em que se efectuaram
regressdes lineares, recorreu-se ao valor de R-quadrado (R?) para avaliar a qualidade da
regressao (goodness of fit) e a testes t-student (testes t) para testar se o declive é
diferente de zero; a diferenca entre declives de regressao foi testada por analise de
covariancia (ANCOVA).

Para valores de p<0.05, considerou-se a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas.

As curvas de dinamica dos RISTs ao longo do tempo foram obtidas a partir da
média das taxas de perfusdo de glucose (mg glucose.kg'min™) durante os RISTS,
tracadas a intervalos de 0.1 min, recorrendo ao programa Microsoft Excel (Microsoft,
EUA).

Utilizaram-se os programas Prism v4.0 (GraphPad Software Inc., EUA) e Stata
v9.2 (StataCorp LP, EUA) para o tratamento estatistico dos dados, bem como para

elaboracao dos graficos de barras e de regressao linear.
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4. EFEITO DA COMPOSICAO DA REFEICAO NA POTENCIACAO DA

ACCAO DA INSULINA: MECANISMO DEPENDENTE DA HISS

4.1. INTRODUGAO E OBJECTIVOS

A libertacdao da HISS é regulada fisiologicamente pelo estado prandial. A
activacao da via da HISS que ocorre apds uma refeicao e que permite o rapido aporte de
glucose pelas células do musculo esquelético constitui uma importante proteccao contra
os efeitos nocivos do aumento de glicémia no estado pods-prandial. Com efeito,
trabalhos anteriores realizados em animais anestesiados mostraram que a sensibilidade
a insulina no estado pos-prandial é superior a sensibilidade a insulina apds 24 h de jejum
(Lautt et al., 2001). Adicionalmente, Latour e Lautt observaram que o consumo de uma
refeicao solida é capaz de potenciar a sensibilidade a insulina dependente da HISS em
animais conscientes e jejuados durante 24 h (Latour e Lautt, 2002b). No entanto, nesses
estudos, nao se controlou a composicao, quantidade da comida ingerida, nem o tempo
durante o qual ocorreu essa ingestdo. Esta questao foi contornada através do recurso a
administracao endogastrica com agulha de gavage, que resultou num aumento da
sensibilidade a insulina (do jejum para o pos-prandial), apesar desta técnica acarretar
algum stress para o animal (Lautt et al, 2001, observacdes nao publicadas).

Com o intuito de estudar a variacdo da sensibilidade a insulina dependente da
HISS com a ingestao de diferentes refeicoes, foi desenvolvida uma nova metodologia. No
presente modelo, administrou-se uma solucao liquida contendo um ou mais nutrientes
directamente no estdbmago ou no duodeno, através de um catéter (gastrico para
administracao ig; entérico para administracao intra-entérica), num determinado volume

e a uma velocidade pré-definida. Este modelo foi aplicado com sucesso a animais
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anestesiados e conscientes, sendo que no caso destes Ultimos (modelo crénico), a
cirurgia de implantacdo dos catéteres (gastrico e vasculares) foi realizada
aproximadamente uma semana antes de se efectuarem os testes de sensibilidade a
insulina.

O objectivo do estudo descrito neste capitulo foi testar qual a capacidade de
refeicoes liquidas com diferentes composicées para potenciar a accao da insulina e
avaliar o envolvimento da HISS neste processo.

Assim, estudou-se o efeito da administracao ig de duas solucdes glicidicas (D-
glucose e sacarose) e de uma solucao mista comercial, aqui designada por “refeicao
liquida mista”, constituida por glicidos, lipidos e proteinas, na sensibilidade a insulina.
Estes estudos foram efectuados em animais anestesiados e conscientes, a fim de testar
também se a anestesia interfere com a potenciacdo da accdo da insulina. O
envolvimento da via da HISS na potenciacao da sensibilidade a insulina foi testado
através da desnervacao do plexo anterior hepatico e da administracao de atropina.
Adicionalmente, efectuou-se a administracao da refeicao liquida mista por via intra-
entérica, a fim de testar a importancia do estdbmago e/ou do intestino na activacao da

via da HISS e na potenciacao da sensibilidade a insulina no estado pés-prandial.
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4.2. PROTOCOLOS

Os procedimentos cirtrgicos foram realizados conforme descrito na seccao 3.4.

O RIST foi 0 método utilizado para avaliar a sensibilidade a insulina (seccao 3.9).

Em todos os protocolos experimentais apresentados neste capitulo foram
utilizados ratos Sprague-Dawley (n=79), anestesiados (modelo agudo) ou no estado
consciente (modelo crénico). Todos os animais foram sujeitos a um jejum de 24 hrs,
iniciado na véspera da experiéncia.

Apds a realizacao de um RIST controlo, no estado de jejum, administraram-se os
diferentes tipos de refeicao liquida por via intragastrica (ig), na dose de 10 ml/kg ou 20
ml/kg e passados 90 min, testou-se o seu efeito na sensibilidade a insulina, através da
realizacao de um segundo RIST (RIST pos-refeicao). No caso dos animais testados no
estado consciente, realizou-se ainda um terceiro RIST, apos atropina (1 mg/kg, iv).

A administracdo de atropina (modelo crénico) e a ablacdo dos nervos
parassimpaticos hepaticos (modelo agudo, testados sob anestesia) foram utilizados para
bloqueio da via da HISS (Xie et al., 1993; Xie e Lautt, 1996b; Ribeiro et al., 2002).

Para avaliar se a activacdo da via da HISS ocorria no estdmago ou no intestino,
recorreu-se ao modelo agudo. Assim, durante a cirurgia colocou-se uma banda
intestinal, proxima do piloro de forma a impedir a passagem dos alimentos entre o
estdmago e o intestino (capitulo 3.4); a refeicao liquida mista foi administrada por via
ig ou por via intra-entérica. Em ambos os casos realizou-se um RIST antes (RIST
controlo) e outro depois (RIST pds-refeicao) da administracao da refeicao liquida mista.
No grupo que recebeu a refeicao por via intra-entérica, administrou-se ainda atropina,

apods o que se realizou um terceiro RIST.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. EFEITO DA ADMINISTRAGAO INTRAGASTRICA DE AGUA NA

SENSIBILIDADE A INSULINA NO MODELO AGUDO

A administracao ig de agua destilada (20 ml/kg) serviu o proposito de testar o

efeito do estiramento mecanico do estdbmago, sem a presenca de nutrientes organicos,

na sensibilidade a insulina.

Na figura 4.1 apresentam-se os resultados destas experiéncias.

Os ratos, anestesiados e em jejum (266.7+6.3 g de peso; n=8), apresentavam

uma glicémia arterial basal de 86.6+4.7 mg/dl e uma pressao arterial média de 92.9+3.8

mmHg. Apo6s a administracdo ig de agua, imediatamente antes da realizacao do RIST

pos-agua, a glicémia apresentava o valor de 87.2+5.2 mg/dl, sendo a pressao arterial

média 85.1+1.9 mmHg.

A sensibilidade a insulina no estado de jejum, determinada pelo RIST index

controlo, foi de 95.2+4.5 mg glucose/kg bw (figura 4.1). Apdés a administracao ig de

agua, a sensibilidade a insulina ndo variou significativamente (RIST index pos-agua,

88.8+3.1 mg glucose/kg bw, figura 4.1).

3004

2504
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150+

RIST index
(mg glucose/kg bw)

1004
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0 : .
Controlo (jejum) Agua 20 ml/kg ig

Figura 4.1: Efeito da agua destilada na
sensibilidade a insulina. Em ratos Sprague-
Dawley anestesiados e no estado de jejum
(n=8), a administracao intragastrica (ig) de
agua destilada (20 ml/kg) nao potencia a
sensibilidade a insulina (RIST index). Os
resultados sdo média + SEM. Teste t-student.
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A variacao da sensibilidade a insulina apds administracdo de agua correspondeu a
uma inibicdo de 6.1+3.0 % da sensibilidade a insulina (figura 4.9). O estiramento

mecanico do estdmago por si s nao parece afectar a sensibilidade a insulina.

4.3.2. EFEITO DA ADMINISTRAGAO INTRAGASTRICA DE SOLUGOES GLICIDICAS NA

SENSIBILIDADE A INSULINA NO MODELO AGUDO

Nestas experiéncias testou-se o efeito de potenciacdo da accdo da insulina
induzido pela administracao ig de solucdes aquosas de sacarose (329.0 mg/ml) e glucose

(173.0 mg/ml), nas doses de 10 ml/kg e 20 ml/kg, a dois grupos de ratos anestesiados.

4.3.2.1. Efeito da sacarose intragastrica na sensibilidade a insulina em

animais anestesiados

Na figura 4.2 apresentam-se os efeitos da administracao ig de uma solucao de

sacarose, nas doses de 10 ml/kg e 20 ml/kg, na sensibilidade a insulina.

Sacarose 10 ml/kg, ig, modelo agudo

No primeiro grupo de animais (n=6), com 273.6t13.1 g de peso, a glicémia
arterial basal em jejum era 84.0+2.7 mg/dl, sendo de 104.9+2.3 mg/dl (p<0.001)
aquando da realizacao do RIST pos-sacarose (10 ml/kg, ig). A pressao arterial média era
92.045.2 mmHg no estado de jejum e 91.5+4.0 mmHg no inicio do RIST pds-sacarose.

Estes animais apresentavam um RIST index controlo (jejum) de 97.5+4.3 mg
glucose/kg bw. A administracao ig da solucao de sacarose na dose de 10 ml/kg (ig) nao
resultou num aumento significativo da sensibilidade a insulina, sendo o RIST index pos-

sacarose ig de 107.1+£4.9 mg glucose/kg bw, semelhante ao observado para o estado de
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jejum (figura 4.2). Esta variacdao no RIST index, induzida pela sacarose 10 ml/kg,
traduziu-se numa potenciacdo da sensibilidade a insulina de apenas 10.8+6.2 %

relativamente ao jejum (figura 4.9).
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Figura 4.2: Efeito da administracdo intragastrica (ig) de sacarose na potenciacdo da sensibilidade a
insulina. A admnistracdo ig de sacarose nao parece ser eficaz na potenciacdo da accdo da insulina (RIST
index) que ocorre entre o jejum e o pds-prandial, em ratos Sprague-Dawley anestesiados: (A) na dose de 10
ml/kg (n=6), a sacarose nao afecta a sensibilidade a insulina; (B) quando a dose de sacarose administrada é
duplicada (20 ml/kg; n=7) ha apenas um ligeiro, mas significativo aumento da sensibilidade a insulina. Os
resultados sao a média £ SEM. * p<0.05 vs controlo (jejum) do grupo de sacarose 20 ml/kg (teste t-student).

Sacarose 20 ml/kg, ig, modelo agudo

Ao segundo grupo de animais anestesiados (250.1+5.5 g de peso; n=7) foi
administrada a solucao de sacarose na dose de 20 ml/kg (ig). Em jejum, estes ratos
apresentavam uma glicémia basal de 88.2+2.6 mg/dl e pressdao arterial média de
94.3+3.0 mmHg. Apds a administracao de sacarose (inicio do RIST), a glicémia e a
pressao arterial média eram 115.9+4.7 mg/dl (p<0.01) e 90.7 + 4.8 mmHg,
respectivamente.

O RIST index controlo (jejum) foi 103.245.4 mg glucose/kg bw. Apds a
administracao ig da sacarose 20 ml/kg, a sensibilidade a insulina aumentou ligeiramente

(RIST index pods-sacarose 20 ml/kg: 120.9+9.5 mg glucose/kg bw; p<0.05) (figura 4.2), o
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que se traduz numa potenciacdo de 17.0+6.9 %, estatisticamente semelhante a

potenciacao induzida pela dose de 10 ml/kg de sacarose (figura 4.9).

4.3.2.2. Efeito da glucose intragastrica na sensibilidade a insulina em

animais anestesiados

Nesta série de experiéncias a solucao de glucose foi administrada por via ig, nas

doses de 10 ml/kg ou de 20 ml/kg. Os resultados obtidos encontram-se na figura 4.3.

Glucose 10 ml/kg, ig, modelo agudo

Os ratos utilizados no protocolo de 10 ml/kg (n=6) pesavam 262.1t7.4 g. No
estado basal (jejum), estes animais apresentavam uma glicémia arterial de 88.4+4.8
mg/dl e pressao arterial média de 101.0+4.1 mmHg. A glicémia apo6s administracao de
glucose, no inicio do RIST pods-glucose, era 107.9+4.3 mg/dl (p<0.001) e a pressao
arterial média era 93.0+6.4 mmHg.

O RIST index controlo (jejum) foi 108.5t6.6 mg glucose/kg bw. Apos a
administracao de glucose (10ml/kg, ig), o RIST index foi 119.947.1 mg glucose/kg bw,
semelhante ao RIST index controlo (figura 4.3). O aumento de sensibilidade a insulina

observado corresponde a uma potenciacao de apenas 12.9+10.2 % (figura 4.9).

Glucose 20 ml/kg, ig, modelo agudo

No protocolo de administracao ig de glucose na dose de 20 ml/kg, os animais
(n=6) pesavam 241.613.6 g, apresentavam uma glicémia em jejum de 86.6+2.9 mg/dl, e
uma pressao arterial média de 97.4+5.7 mmHg. No inicio do RIST pos-glucose (20 ml/kg,
ig), a glicémia era 121.0+6.4 mg/dl (p<0.01) e a pressao arterial média 94.3+3.9 mmHg.
O RIST index controlo foi 99.2+6.0 mg glucose/kg bw, diminuindo para 83.0+7.6

mg glucose/kg bw apds a administracdo ig de glucose, embora a diferenca nao seja
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estatisticamente significativa (figura 4.3). Esta diminuicao correspondeu a uma inibicao
de 15.249.7 % relativamente ao estado de jejum (figura 4.9).

Assim, nem a administracdo ig de glucose, nem de sacarose, em qualquer das
doses testadas (10 ml/kg e 20 ml/kg), parecem ter a capacidade de potenciar

significativamente a accao da insulina.
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Figura 4.3: Efeito da administracdo intragastrica (ig) de glucose na potenciacdo da sensibilidade a
insulina. A p-glucose ndo potencia a sensibilidade a insulina (RIST index) do jejum para o pos-prandial em
ratos Sprague-Dawley, em nenhuma das doses testadas: (A) dose de 10 ml/kg (n=6); (B) dose de 20 ml/kg
(n=6). Os resultados sdo a média + SEM. Teste t-student.

4.3.3. EFEITO DA ADMINISTRAGAO INTRAGASTRICA DA REFEICAO LIQUIDA MISTA NA

SENSIBILIDADE A INSULINA NO MODELO AGUDO

A solucao mista testada neste protocolo € uma refeicao liquida comercial (Boost,
Mead Johnson Nutritionals, Canadd), composta por derivados glicidicos (173.0 mg/ml),
proteicos (42.2 mg/ml) e lipidicos (16.9.mg/ml) e, por isso, aqui designada por refeicao
liqguida mista (tabela VI, do capitulo 3). Nos animais anestesiados, a refeicao liquida

mista foi administrada por via ig nas doses de 10 ml/kg e 20 ml/kg.
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Refeicdo liquida mista 10 ml/kg, ig, modelo agudo

Num primeiro grupo de ratos (255.743.2 g de peso; n=9) foi testada a dose de 10
ml/kg de refeicao liquida mista (Boost) por via ig.

A glicémia basal nestes animais, no estado de jejum, era 86.3+1.7 mg/dl.
Imediatamente antes da realizacao do RIST pos-refeicdo mista, a glicémia arterial era
103.4+2.2 mg/dl (p<0.001). A pressao arterial média basal era 96.2+3.6 mmHg no
estado de jejum e 89.2+4.2 mmHg pos-refeicao mista.

Observou-se que o RIST index controlo (jejum) foi de 99.6+5.8 mg glucose/kg
bw. Apos a administracao da refeicao liquida mista, a sensibilidade a insulina aumentou
significativamente (p<0.001), sendo o RIST index pds-refeicao mista 156.3+6.6 mg
glucose/kg bw (figura 4.4). A diferenca de RIST index pds-refeicao mista e jejum foi de
56.7+8.0 mg glucose/kg bw, o que corresponde a uma potenciacao da accao da insulina

de 60.7£11.0 % relativamente ao observado no estado de jejum (figura 4.9).

Refeicdo liquida mista 20 ml/kg, ig, modelo agudo

Ao segundo grupo de animais anestesiados (264.2+6.6 g, n=11), a refeicao liquida
mista (Boost) foi administrada na dose de 20 ml/kg (ig).

No estado de jejum, os animais apresentavam uma glicémia basal de 87.5+2.6
mg/dl e pressao arterial média de 96.7+3.2 mmHg, passando para 106.8+2.2 mg/dl
(p<0.001) e 89.2+3.0 mmHg (p<0.05), respectivamente, imediatamente antes da
realizacdo do RIST pos-refeicao mista, isto é, cerca de 90 min apds a administracao ig
da refeicao.

O RIST index controlo foi de 96.8+4.1 mg glucose/kg bw, o qual aumentou
significativamente apos a ingestao da refeicao liquida mista (161.5+10.2 mg glucose/kg
bw; p<0.001), como se pode observar na figura 4.4. A sensibilidade a insulina obtida

apds a administracao ig da refeicao liquida mista na dose de 20 ml/kg foi semelhante a
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obtida apds administracao da refeicao na dose de 10 ml/kg (figura 4.4). A diferenca de
RIST index observada entre o estado de jejum e apds a administracdo ig da refeicao
(64.748.8 mg glucose/kg bw) corresponde a uma potenciacao de 67.019.0 % da
sensibilidade a insulina, que também néao difere significativamente da percentagem de
potenciacdo observada apds administracao da refeicdo mista na dose de 10 ml/kg

(figura 4.9).
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Figura 4.4: Efeito da refeicdo mista na accao da insulina. A administracao intragastrica (ig) da refeicao
liquida mista (proteinas, 42.2 mg/ml; lipidos, 16.9 mg/ml; glicidos, 173.0 mg/ml) a ratos Sprague-Dawley
anestesiados e em jejum potenciou a sensibilidade a insulina (RIST index), tanto (A) na dose de 10 ml/kg
(n=9); como (B) na dose de 20 ml/kg (n=11), sendo o RIST index pds-refeicdo mista semelhante para as duas
doses. Os resultados sdo a média + SEM. *** p<0.001, relativamente ao controlo (jejum), para ambas as
doses (teste t-student).

A potenciacao da accao da insulina induzida por uma refeicao parece depender
da composicao dessa refeicdo. Com efeito, estes resultados sugerem que uma refeicao
constituida por glicidos, lipidos e proteinas é capaz de potenciar a accao da insulina, ao

contrario de uma refeicao puramente glicidica.
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4.3.4. EFEITO DA DESNERVAGAO HEPATICA NA POTENCIAGAO DA ACGAO DA INSULINA

INDUZIDA PELA REFEIGAO LIQUIDA MISTA NO MODELO AGUDO

Estes animais (249.3144.4 g de peso, n=7) foram testados sob anestesia. Durante a
preparacao cirurgica foi realizada a desnervacao do plexo anterior hepatico, conforme
descrito no capitulo 3.4. Testou-se o efeito potenciador da accao da insulina provocado
pela administracao ig da refeicao liquida mista comercial (Boost, Mead Johnson
Nutritionals, 10 ml/kg) nos animias desnervados. Estes resultados sao apresentados na
figura 4.5.

A glicémia arterial basal em jejum era 89.3+2.7 mg/dl e a pressao arterial média
era 87.4+6.8 mmHg. Apos a refeicdo liquida mista, a glicémia basal era 103.2+1.7 mg/dl
(p<0.001) e a pressao arterial média era 80.4+6.1 mmHg.

Nos animais desnervados, o RIST index controlo (jejum) foi 107.9+6.7 mg
glucose/kg bw (figura 4.5). Apds a administracao da refeicao mista, a sensibilidade a
insulina ndo variou significativamente, apresentando um RIST index de 102.5+8.5 mg
glucose/kg bw (figura 4.5), o que sugere que a activacao dos nervos parassimpaticos
hepaticos € necessaria para potenciar a sensibilidade a insulina em resposta a ingestao

de uma refeicao mista.

Figura 4.5: Efeito da desnervacdo hepatica na
potenciacdo da accdo da insulina induzida pela
refeicdo mista. A desnervacdo do plexo anterior
hepatico, efectuada antes da  administracdo
intragastrica (ig) da refeicao liquida mista, impediu a
potenciacao da sensibilidade a insulina (n=7), sugerindo

e que a activacdo da sensibilidade a insulina apos a
Controlo Refeicdo mista s 7 . L.
(jejum) 10 ml/kg ig refeicdo depende dos nervos parassimpaticos hepaticos.
Os resultados sao a média + SEM. Teste t-student.

RIST index
(mg glucose’/kg bw)
T
o

Animais desnervados
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Desta forma, a via da HISS parece estar envolvida na potenciacdo da accao da

insulina apds uma refeicao mista.

4.3.5. EFEITO DA GLUCOSE INTRAGASTRICA NA SENSIBILIDADE A INSULINA DEPENDENTE

DA HISS NO MODELO CRONICO

Nestas experiéncias, os ratos foram testados no estado consciente (n=7). No dia
da realizacdo dos testes de sensibilidade a insulina, o seu peso corporal (260.9+5.0 g)
era semelhante ao observado no dia da cirurgia (252.5+8.8 g). Aos animais em jejum,
administrou-se D-glucose (10 ml/kg) por via ig, apos o que se administrou atropina
(1 mg/kg, iv) para bloquear a via da HISS.

No estado de jejum, a glicémia arterial basal era 89.2+5.3 mg/dl e a pressao
arterial média era 90.0+3.2 mmHg. Noventa minutos apds a administracao da glucose, a
glicémia e a pressao arterial média eram 124.7+9.9 mg/dl (p<0.01) e 78.5+4.0 mmHg,
respectivamente, nao variando significativamente ap6s a administracao de atropina
(glicémia, 125.1+16.7 mg/dl; pressao arterial, 78.3+4.4 mmHg).

A sensibilidade a insulina no estado de jejum, determinada pelo RIST index
controlo, foi de 119.9+7.5 mg glucose/kg bw, aumentando ligeiramente (nao
significativo) para 152.8+18.6 mg glucose/kg bw, apds a ingestdao da D-glucose (figura
4.6), o que correspondeu a uma potenciacao de 27.6+14.3 % da sensibilidade a insulina
(figura 4.9). A administracao de atropina, efectuada apos a realizacao do RIST pos-
glucose, também nao afectou significativamente a sensibilidade a insulina, embora o
RIST pos-atropina (115.0+£12.6 mg glucose/kg bw) se tenha aproximado mais do valor de

RIST index no estado de jejum (figura 4.6).
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Figura 4.6: Efeito da atropina na ac¢do da insulina ap6s administracdo intragastrica (ig) de glucose em
animais conscientes. A administracao ig da solucdo aquosa de p-glucose (10 ml/kg) a ratos Sprague-Dawley
conscientes no estado de jejum (n=7) ndo potencia a sensibilidade a insulina (RIST index). A subsequente
administracao de atropina (1 mg/kg, iv) também n&o afecta a sensibilidade a insulina, o que sugere que a
glucose por si so0 é ineficaz na estimulacdo do parassimpatico, necessario para a activacdo da via da
substancia hepatica sensibilizadora da insulina (HISS) ap6s uma refeicao. Os resultados sao a média + SEM.
Teste ANOVA (repeated measures), seguido do teste de Tukey-Kramer.

O RIST-pos atropina traduz a accao da insulina per se, isto é, independente da
via da HISS. Uma vez que se considera que o RIST pods-prandial corresponde a
sensibilidade total a insulina, ou seja, a accao da insulina per se mais a accao da
insulina dependente da via da HISS, o calculo da diferenca entre o RIST index pos-
prandial e o RIST index pods-atropina permite quantificar a sensibilidade a insulina
dependente da HISS. No caso dos animais conscientes nos quais o estado pos-prandial foi
ensaiado pela administracdo da refeicao de glucose, a sensibilidade a insulina
dependente da HISS foi 37.8412.3 mg glucose/kg bw, o que corresponde a 21.945.7 % da
sensibilidade total a insulina pos-glucose, conforme se pode observar na figura 4.8.

A administracao ig de D-glucose nao parece ser capaz de potenciar a accao da
insulina em animais conscientes, a semelhanca do que se observou nos animais

anestesiados, o que parece ficar a dever-se a ineficacia na estimulacao da via da HISS.
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4.3.6. EFEITO DA ADMINISTRAGAO INTRAGASTRICA DA REFEICAO LIQUIDA MISTA NA

SENSIBILIDADE A INSULINA DEPENDENTE DA HISS NO MODELO CRONICO

Nestas experiéncias, também realizadas em animais conscientes (n=6), a
refeicao liquida mista (Boost, Mead Johnson Nutritionals) foi administrada por via ig na
dose de 10 ml/kg. O peso corporal dos animais no dia da experiéncia (258.2+5.7 g) era
semelhante ao do dia da cirurgia (265.1£10.8 g).

Em jejum, a glicémia era 85.1+1.0 mg/dl e a pressao arterial média 94.0+4.3
mmHg. Apos a administracdo ig da refeicao liquida mista (no inicio do RIST pos-refeicao
mista) a glicémia era 115.9£3.3 mg/dl (p<0.001) e a pressao sanguinea 88.0+4.9 mmHg.
Nem a glicémia (104.745.2 mg/dl) nem a pressao arterial (88.0+4.7 mmHg) foram
afectadas pela subsequente administracao de atropina.

O RIST index controlo foi 138.8+8.2 mg glucose/kg bw e aumentou para
258.9+12.6 mg glucose/kg bw (p<0.001) apds a ingestao da refeicao liquida mista (figura
4.7). Este RIST index pos-refeicao mista é significativamente superior (p<0.001) ao

observado apos administracao de glucose, também no estado consciente.

O aumento de sensibilidade a insulina em resposta a refeicao liquida mista
corresponde a uma potenciacao da accao da insulina de 90.4+15.5 % relativamente ao
jejum e significativamente superior a potenciacdo da accao da insulina induzida pela
administracao ig de glucose (27.6+14.3 %; p<0.05) (figura 4.9). O incremento de
sensibilidade a insulina em resposta a ingestdo da refeicao mista parece ainda ser
ligeiramente superior nos animais conscientes em comparacao com o observado nos
animais anestesiados, independentemente da dose, embora a diferenca nao seja
estatisticamente significativa. Esta observacao nao parece dever-se a diferencas de
volume ou conteldo calorico das refeicoes administradas, uma vez que a duplicacao do

volume de refeicao (de 10 ml/kg para 20 ml/kg) ndao produziu qualquer variacao na
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sensibilidade a insulina. A comparacao da potenciacao da accao da insulina em resposta

aos diferentes tipos de refeicoes e doses estudados é apresentada na figura 4.9.

A administracao de atropina induziu uma diminuicao significativa (p<0.001) da
sensibilidade a insulina pds-refeicao mista, observando-se um valor de RIST index pos-
atropina de 139.2+6.3 mg glucose/kg bw, semelhante ao observado no estado de jejum
(figura 4.7).

Na figura 4.7 apresentam-se os RISTs index no estado jejum, pos-refeicao mista

e pos-atropina.

300+
2504

2004

150+ -

RIST Index
(mg glucose/kg bw)

1004

504

Controlo Refeicdo mista Atropina
(jejum) 10 ml/kg ig 1 mg/kg

Figura 4.7: Efeito da atropina na potenciacdo da accdo da insulina induzida pela refeicdo mista em
animais conscientes. A administracdo intragastrica (ig) da refeicdo liquida mista (10 ml/kg) a ratos
conscientes e em jejum (n=6) induziu um aumento significativo da sensibilidade a insulina (RIST index), o
qual foi posteriormente inibido pela administracdo de atropina (1 mg/kg, iv). A sensibilidade a insulina pods-
atropina é semelhante a sensibilidade a insulina em jejum. Os resultados sao média + SEM. *** p<0.001, em
relacao aos grupos controlo (jejum) e pos-atropina (teste repeated measures ANOVA, seguido de Tukey-
Kramer).

Subtraindo o RIST index pds-atropina ao RIST index pos-refeicao, determinou-se
a sensibilidade a insulina dependente da via da HISS: 119.7+10.5 mg glucose/kg bw

(figura 4.8). Assim, a contribuicdo da HISS para a sensibilidade a insulina apos
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administracao ig da refeicao mista é significativamente superior (p<0.001) a observada

apo6s administracao ig de glucose, nos animais conscientes.
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Figura 4.8: Accdo da insulina dependente da HISS em animais conscientes, ap6s administracdo de
glucose ou refeicdo mista. A accdo da substancia hepatica sensibilizadora da insulina (HISS) em animais
conscientes € maior apo6s administracdo intragastrica (ig) da refeicdo liquida mista (42.2 mg/ml de
proteinas, 16.9 mg/ml de lipidos e 173.0 mg/ml de glicidos; 10 ml/kg; n=6) do que apds a refeicao de D-
glucose (173.0 mg/ml; n=7). (A) A accao da insulina dependente da HISS é maior nos animais que receberam
a refeicao mista (119.7+10.5 mg glucose/kg bw) do que naqueles que receberam a glucose (37.8+12.3 mg
glucose/kg bw). (B) A percentagem de accdo da insulina dependente da HISS também é maior apos a
refeicdo mista (45.942.4%) do que apds a glucose (21.9+5.7 %). Os resultados sao a média + SEM. ** p<0.01
vs D-glucose, em ambos os grupos (teste repeated measures ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer).

Em termos percentuais, a componente de accao da insulina dependente da HISS
representou 45.9+2.4 % (figura 4.8) da sensibilidade total a insulina apds a
administracao ig da refeicao mista, também superior ao observado apés a administracao
ig de glucose (p<0.01). Na figura 4.8 comparam-se os diferentes efeitos da
administracao ig da refeicao liquida mista com os da administracao ig de D-glucose na
sensibilidade a insulina dependente da via da HISS, nos animais conscientes e aos quais

foi administrada atropina.
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De acordo com os resultados aqui apresentados, o incremento da sensibilidade a
insulina que ocorre ap6s a ingestdo de uma refeicao parece ser dependente da
estimulacdo da via da HISS, a qual ocorre quando essa refeicao € mista, isto é,
composta por glicidos, lipidos e proteinas, ndo se observando o mesmo efeito por
ingestao de glicidos. Com efeito, como se pode observar na figura 4.9, quer em animais
anestesiados, quer em animais conscientes, a refeicdo mista é consideravelmente mais
eficaz do que a glucose e do que a sacarose na potenciacao da sensibilidade a insulina
que ocorre do estado de jejum para o pos-prandial, em qualquer uma das doses

testadas (10 ml/kg e 20 ml/kg, ig).

(A) ®)
125 = . 125+
=
o
— e
é 100 = I wE | g E 1004
o
L] =
o S 75 *2 3 -
o &= e 75
- 1 & -
I [ — =
E 2 50 2 50
2 o
[Th- ° .2
-] e *u-\ 254
e B
-1 ]
"
A
O
)
&
.\O(-D
P N
ey N o
o
o>

Caonsc = conscientes

Figura 4.9: Percentagens de potenciacdo da acgdo da insulina induzida pelos varios tipos de refeicao,
em animais conscientes e anestesiados. A administracao intragastrica (ig) da refeicao liquida mista induz
uma potenciacdo da sensibilidade a insulina significativamente superior a potenciacdo induzida por
qualquer outra das refeicoes testadas (agua, sacarose e p-glucose), em qualquer das doses utilizadas (10
ml/kg e 20 ml/kg) e tanto em animais conscientes (consc), como em animais anestesiados. (A) Comparacao
entre os grupos que receberam as refeicées na dose de 20 ml/kg. (B) Comparacao entre os grupos que
receberam a dose de 10 ml/kg. Os resultados sdo a média + SEM. *p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001 (teste
repeated measures ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer).
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Os resultados obtidos sugerem que a administracdao ig da refeicao liquida
composta por proteinas, glicidos e lipidos (mista) € mais eficaz do que os outros tipos de
refeicao estudados na potenciacao da accdo da insulina. Este efeito é inibido pelo
bloqueio ou ablacao dos nervos parassimpaticos hepaticos, essenciais para a via da HISS.
O aumento de sensibilidade a insulina observado apos a ingestao da refeicao mista

parece dever-se a activacao da via da HISS.

4.3.7. IMPORTANCIA DO INTESTINO NA POTENCIAGAO DA ACGAO DA INSULINA INDUZIDA

PELA REFEICAO LIQUIDA MISTA

Com esta série de experiéncias, procurou determinar-se a importancia do
estomago e do intestino (duodeno) na potenciacao da sensibilidade a insulina que ocorre
apds administracao ig ou intra-entérica da refeicao liquida mista (Boost, Mead Johnson
Nutritionals, 10 ml/kg). Os procedimentos cirlrgicos efectuados foram os descritos no
capitulo 3.4 e incluiram o implante da banda intestinal de modo a impedir a passagem
da refeicao liquida mista do estdbmago para o duodeno e vice-versa. Todos os animais
foram testados sob anestesia.

Os animais foram divididos em dois grupos: no primeiro grupo (n=3), administrou-
se a refeicao liquida mista por via ig; no segundo grupo (n=3), a administracao foi
efectuada por via intra-entérica, isto &, directamente no duodeno. Em ambos foi
colocada uma banda gastrica.

Os animais do grupo de administracao ig pesavam 310.0+4.0 g e os animais do
grupo de administracdo intra-entérica pesavam 323.743.3 g. A glicémia arterial basal
em jejum era 109.0+£18.5 mg/dl, nos animais de injeccao ig da refeicao e 95.8+8.8
mg/dl, para os animais de administracao intra-entérica. No inicio do RIST pos-refeicao

mista, as glicémias basais eram 135.4+24.8 mg/dl (grupo ig) e 152.2+19.3 mg/dl (grupo
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intra-entérico). No grupo de administracdo intra-entérica, a glicémia nao variou apos a
atropina (133.5+14.6 mg/dl). A pressao arterial média em jejum era semelhante nos
dois grupos (ratos ig, 92.5+7.5 mmHg; ratos com administracao intra-entérica, 95.0+5.0
mmHg), nao variando significativamente ao longo da experiéncia.

Conforme se pode observar na figura 4.10, nos animais em que a refeicao foi
administrada por via ig, a sensibilidade a insulina no estado de jejum (RIST index
controlo) foi 82.8+6.4 mg glucose/kg bw e nao variou significativamente apos a
administracao ig da refeicao mista (95.1£19.0 mg glucose/kg bw). Nos animais em que a
refeicao foi administrada por via intra-entérica, o RIST index controlo foi 88.4+1.9 mg
glucose/kg bw, tendo aumentado significativamente (p<0.001) apo6s a administracdao da

refeicao liquida mista (181.4+1.9 mg glucose/kg bw) (figura 4.10).
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Figura 4.10: Efeito da insercdo da banda intestinal na potenciacdo da ac¢do da insulina induzida por
uma refeicdo mista, administrada por via intragastrica (IG) ou por via intra-entérica (IE). O aumento da
sensibilidade a insulina apds administracdo da refeicao liquida mista (10 ml/kg) a ratos Sprague-Dawley
anestesiados requer a passagem para o duodeno. Em animais com banda intestinal, a refeicao liquida mista:
(A) nao afecta a sensibilidade a insulina, quando a administracao é por via intragastrica (IG, n=3); (B)
aumenta significativamente a accao da insulina, quando a administracao é efectuada por via intra-entérica
(IE, n=3), num processo que é inibido pela atropina (1 mg/kg, iv). Os resultados sdao a média + SEM.
***p<0.001, em relacao aos grupos controlo (jejum) e atropina, em (B). Teste t-student, em (A); teste
ANOVA (repeated measures), seguido de Tukey-Kramer, em (B).
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O RIST index pds-refeicao mista foi significativamente superior (p<0.001) quando
a refeicao mista foi administrada por via intra-entérica. A subsequente administracao
de atropina nestes animais resultou numa diminuicdo significativa da sensibilidade a
insulina (p<0.001), sendo que o RIST index pds-atropina (99.9+7.1 mg glucose/kg bw) foi
semelhante ao observado no estado de jejum (figura 4.10).

Na figura 4.11 apresenta-se o calculo da percentagem de potenciacao da accao
da insulina apds a refeicao mista (por via ig ou intra-entérica). A administracao da
refeicao mista por via intra-entérica induz uma potenciacao da sensibilidade a insulina

substancialmente superior (105.4+6.8 %) a administracao ig (13.7+14.1 %; p<0.01).

125+ **
< 100-
Figura 4.11: Efeito da administracdo da Xl ]
refeicdo liquida mista por via intragastrica S 5 754
(IG) ou intra-entérica (IE), em animais com §°§
banda intestinal. A percentagem de gg 50-
potenciacdo da sensibilidade a insulina é E’g
significativamente maior apos administracao g 254
da refeicdo liquida mista por via intra- ® m
entérica (IE, n=3) do que por via intragastrica 0-

(IG, n=3). Resultados sdo média * SEM. Refeicdo mista Refeicdo mista
**p<0.01 (teste t-student). IG IE

Animais com banda intestinal

Estes resultados sugerem que a potenciacao da sensibilidade a insulina induzida
pela ingestdao de uma refeicdo mista requer a passagem para o intestino delgado e
depende da actividade dos nervos parassimpaticos, a qual é essencial para a activacao

da via da HISS.
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4.4, DISCUSSAO

A realizacao destes estudos teve como objectivo comparar os efeitos da
administracao ig de refeicoes liquidas com diferentes composicoes na sensibilidade a
insulina, bem como determinar qual o envolvimento dos nervos parassimpaticos
hepaticos, e portanto da via da HISS, no aumento da accao da insulina que se observa
do jejum para o pos-prandial. Pretendeu-se ainda estudar qual o principal orgdao do
tracto gastrointestinal inferior envolvido na sinalizacao alimentar que leva a
potenciacdo da sensibilidade a insulina ap6s administracao de uma refeicao.

Nem a solucao de D-glucose nem a solucao de sacarose foram capazes de
potenciar eficazmente a sensibilidade a insulina em jejum, comparativamente ao
observado apo6s administracao da refeicao mista. A agua, administrada como controlo de
volume, também nao afectou a sensibilidade a insulina.

Por outro lado, a refeicao liquida mista, composta por glicidos, lipidos e
proteinas, induziu um aumento significativo da sensibilidade a insulina, tanto no modelo
cronico (ratos conscientes) como no modelo agudo (ratos anestesiados). A desnervacao
cirlrgica dos nervos parassimpaticos hepaticos impediu que a posterior ingestdao da
refeicao mista induzisse a potenciacdao da accao da insulina e a administracao de
atropina apos ingestao da refeicao mista induziu um decréscimo significativo da
sensibilidade a insulina, a qual baixou para valores semelhantes aos do jejum e aos dos
ratos desnervados. Observou-se ainda que o mecanismo de activacdo da via da HISS
parece ser iniciado no intestino.

A activacao da via da HISS parece ser a responsavel pelo aumento da

sensibilidade a insulina apds a ingestao de uma refeicao mista.
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Consideracoes metodologicas

O método mais directo para quantificar o aumento da sensibidade a insulina
induzido por uma refeicao é comparar a sensibilidade a insulina no estado de jejum com
a sensibilidade a insulina apds a ingestao da refeicao. No entanto, a ingestdo de
alimentos em ratos alimentados ad libitum nao é rigorosamente controlada, uma vez
que os ratos nao consomem voluntariamente um volume standard de refeicao sélida e
nao o fazem num intervalo de tempo pré-definido.

Visto que nos presentes estudos se pretendia avaliar com o maximo de rigor o
efeito da ingestao de diferentes refeicoes na sensibilidade a insulina, desenvolveu-se o
modelo de cateterizacao gastrica, o qual permite administrar de forma rapida e rigorosa
volumes variaveis de solucoes liquidas directamente no estomago, tanto em animais
anestesiados como em animais conscientes. A insercao cirurgica deste catéter gastrico
nao revelou quaisquer complicacdes pos-cirdrgicas, nao se tendo observado alteracdes
da sensibilidade a insulina induzidas por este procedimento, quando se comparam os
dados obtidos com dados anteriormente publicados.

As refeicées foram administradas por via ig nos volumes de 10 ml/kg e 20
ml/kg. Ambos os volumes utilizados sao adequados para a administracao de solucées por
via ig, sendo que 20 ml/kg é o volume maximo recomendado para administracao
endogastrica (gavage) a ratos conscientes (Sharp e LaRegina, 1998). Apesar disso, nos
protocolos envolvendo animais conscientes, optou-se pela administracdo de uma dose
adequada. Com efeito, observou-se que a dose de 10 ml/kg é capaz de causar um
aumento consideravel do volume do estdmago, sem que no entanto cause desconforto
aparente no animal consciente, nao se tendo observado quaisquer alteracdes
comportamentais durante ou ap6s a administracao da refeicao liquida,
independentemente da composicao da refeicao administrada. Para além disso, nao se

observaram grandes diferencas entre as doses de 10 ml/kg e 20 ml/kg.
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Embora a literatura seja um pouco omissa no que respeita aos volumes
recomendados para administracdes intra-entéricas, optou-se por efectuar esse estudo
recorrendo apenas a dose de 10 ml/kg e s6 em animais do modelo agudo (anestesiados).
Também aqui ndo se observaram alteracoes significativas do estado do animal com a

administracao da refeicao liquida.

Modelo cronico vs modelo agudo

O modelo cronico (animais no estado consciente) utilizado para testar a
sensibilidade a insulina antes e depois da administracao de refeicoes liquidas, embora
mais complexo e necessitado de maior acompanhamento do que o modelo agudo, foi
bem tolerado. Como referido anteriormente, a administracao ig de 10 ml/kg dessas
refeicoes também nao produziu alteracdes significativas no comportamento dos
animais, para além das normais alteracoes de glicémia e pressao arterial, normalmente
observadas apo6s a ingestdao de uma refeicdo. Também nao houve qualquer impacto
comportamental durante a realizacao dos RISTs, quer no estado de jejum, quer no pos-
refeicao.

A administracao da refeicao liquida mista comercial por via ig no rato consciente
potenciou a sensibilidade a insulina de forma semelhante ao previamente descrito por
Latour e Lautt (2002), em que se usou a gavage para administrar uma refeicao solida a
animais conscientes, os quais foram posteriormente anestesiados e testados (Latour e
Lautt, 2002b). De facto, o RIST pos-gavage naqueles animais foi muito semelhante ao
RIST poés-refeicao mista ig obtido no presente estudo. Assim, o uso do catéter
intragastrico para administracao de refeicoes liquidas a animais conscientes é adequado
para estudos em que se pretende potenciar a sensibilidade a insulina por ingestao de

uma refeicao, com a vantagem de que com este modelo ndo se coloca o problema do
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consumo voluntario de uma quantidade definida de refeicao solida, durante um dado
espaco de tempo, para além de evitar o stress causado pela gavage.

Uma vez que os ratos no estado consciente sao mais dificeis de manusear e
requerem mais cuidados, foi também avaliada em animais anestesiados a capacidade de
potenciar a sensibilidade a insulina por administracao ig de refeicoes liquidas.

O rato com catéter gastrico e testado sob anestesia parece ser também um
modelo Util para estudos de potenciacao da accao da insulina em resposta a ingestao de
uma refeicdo e de sensibilidade a insulina poés-prandial, apesar da percentagem de
potenciacao (60-70 %) ter sido ligeiramente inferior (ndo significativo) ao observado nos
animais conscientes (cerca de 90 %). No entanto, quando a refeicao liquida mista foi
administrada por via intra-entérica a animais anestesiados a potenciacao foi de cerca de
105 %, sugerindo que o anestésico podera interferir com a passagem dos alimentos para
o duodeno, a qual parece ser essencial para que ocorra activacdao da HISS e
concomitante potenciacao da sensibilidade a insulina. Estes resultados estdao de acordo
com observacdes anteriores efectuadas por Latour e Lautt (Latour e Lautt, 2002b) que
sugerem que o impacto do anestésico nao ocorre ao nivel do RIST, uma vez que os
animais alimentados e depois testados no estado consciente ou no estado anestesiado

apresentavam RISTs index semelhantes.

Efeito da composicdo da refeicao liquida na sensibilidade a insulina

A refeicao liquida mista testada, composta por glicidos, lipidos e proteinas,
induziu uma potenciacao significativa da accao hipoglicemiante da insulina, tanto em
animais anestesiados como em animais conscientes. Estes resultados estao em
concordancia com os resultados obtidos anteriormente por Latour e Lautt (Latour e

Lautt, 2002b), que observaram que a administracdo endogastrica (gavage) de uma
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refeicdo-teste solida a ratos conscientes resulta num RIST index de cerca de 239 mg
glucose/kg bw, correspondente a uma potenciacao de cerca de 120 % (Latour e Lautt,
2002b). No presente estudo e recorrendo também a ratos conscientes, a administracao
intragastrica (ig) da refeicao liquida mista por intermédio do cateter gastrico (10 ml/kg)
resultou num RIST index pos-refeicao mista de 259 mg glucose/kg bw e uma
potenciacdo da sensibilidade a insulina de aproximadamente 90 % (figura 4.7).

Por outro lado, observou-se ainda que nem a D-glucose nem a sacarose foram
capazes de potenciar eficazmente a sensibilidade a insulina do estado de jejum e,
embora a sacarose na dose de 20 ml/kg tivesse induzido um ligeiro aumento na
sensibilidade a insulina (-17 %), tal foi manifestamente inferior ao obtido apos
administracao ig da refeicao liquida mista em qualquer das doses testadas (60-70 %)
(figura 4.9).

A administracdao de agua, utilizada como controlo de volume, também nao
afectou a sensibilidade a insulina, donde se podera excluir a existéncia de um sinal
mecanico, desencadeado pelo estiramento das paredes gastricas e que seja responsavel
pela potenciacao da sensibilidade a insulina.

Estes dados sugerem que os glicidos ou a dilatacao do estomago, por si so, nao
sao iniciadores eficazes do processo de sensibilizacao a insulina. No entanto, nao pode
ser excluida a hipotese dos glicidos interagirem com outros nutrientes, nomeadamente
de natureza proteica, e que tal leve a activacao do processo de sensibilizacao para a
accao da insulina pos-prandial, até porque os glicidos sao um constituinte importante da
refeicao mista usada. Por outro lado, a existéncia de diferentes sensores para
diferentes nutrientes, originando diferentes sinais também nao pode ser excluida e o

seu estudo é de enorme interesse, devendo ser objecto de estudos futuros.
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A HISS esta envolvida na sensibilizacdo para a acgdo da insulina induzida

pela refeicdo liquida mista

De acordo com o descrito, no estado pos-prandial ha activacao dos nervos
parassimpaticos hepaticos (Teff, 2008) e consequente estimulacdo dos receptores
colinérgicos muscarinicos (Xie e Lautt, 1996a; Xie e Lautt, 1996b), resultando na sintese
de *NO no figado (Sadri e Lautt, 1999; Guarino et al., 2004). Esta sequéncia de eventos
conduz a libertacao da HISS, a qual actua no musculo esquelético potenciando a accao
da insulina, no estado pds-prandial. A accao da insulina dependente da HISS é maxima
apos ingestao de uma refeicao e diminui progressivamente com o tempo de jejum (Lautt
et al., 2001), sendo praticamente ausente apos 24 hrs de jejum (Lautt et al., 2001;
Sadri et al., 2006).

De acordo com os resultados aqui descritos, no espaco de 90 min apos a ingestao
da refeicdao mista ocorre potenciacdo da sensibilidade a insulina, a qual parece ser
mediada pela via da HISS.

A conclusao de que a potenciacdo e manutencao da sensibilidade a insulina apds
uma refeicao depende do parassimpatico e € mediada pela accao da HISS foi tirada a
partir dos resultados obtidos por desnervacio do plexo anterior hepatico' e
administracao de atropina no estado pos-prandial, protocolos previamente descritos
para o bloqueio ou inibicao da via da HISS (Xie e Lautt, 1996b; Sadri e Lautt, 1999;
Takayama et al., 2000; Latour e Lautt, 2002b; Latour e Lautt, 2002a). De facto, quer a
desnervacao do plexo anterior hepatico (Latour e Lautt, 2002a), quer a administracao
do antagonista colinérgico muscarinico atropina (Xie e Lautt, 1996b; Sadri e Lautt,

1999; Takayama et al., 2000; Ribeiro et al., 2007) a animais no estado pods-prandial

' Recorde-se que os efeitos da ablacdo do plexo anterior hepatico na sensibilidade a insulina
parecem dever-se exclusivamente a perda da funcdo parassimpatica (Lautt e Wong, 1978a;
Lautt, 1983; Xie et al., 1993).

186



Ricardo A. Afonso
Dissertacao de Doutoramento

resultam numa completa inibicdo da via da HISS e, consequentemente, na diminuicao da
sensibilidade a insulina para valores proximos dos observados no jejum, em que a HISS
nao esta presente (Lautt et al., 2001).

No presente trabalho, a realizacdo destes dois protocolos teve objectivos
diferentes e, consequentemente, permitiu também retirar conclusdes distintas, mas
complementares.

Com a desnervacao do plexo anterior hepatico antes da administracdo ig da
refeicao mista, preveniu-se o aumento da sensibilidade a insulina induzido pela
subsequente administracdo da refeicao mista, obtendo-se um RIST index pos-refeicao
semelhante ao RIST index controlo (figura 4.5). Assim, o sinal parassimpatico hepatico
parece ser essencial para o processo de potenciacao da accao da insulina induzido por
uma refeicao.

Por outro lado, no protocolo de administracao de atropina apo6s a administracao
ig da refeicao mista, observou-se que o aumento da sensibilidade a insulina previamente
obtido pela administracao da refeicao liquida mista foi completamente inibido pela
subsequente administracdo de atropina, sendo o RIST index pds-atropina semelhante ao
RIST index controlo (jejum) (figura 4.7). A diferenca entre o RIST index pos-refeicao
mista e o RIST index pos-atropina é explicada pela inibicdo dos nervos parassimpaticos
hepaticos e, concomitantemente, inibicao da via da HISS.

Os resultados decorrentes da realizacao dos protocolos de manipulacao dos
nervos parassimpaticos permitem concluir que a via da HISS é essencial na potenciacao
da sensibilidade a insulina induzida por uma refeicao mista. Para além disso, facto de
uma refeicao liquida mista, mas nao a agua, glucose ou a sacarose, promover a
activacao da via da HISS sugere que o sinal activador nao € puramente mecanico

(estiramento) e varia consoante a natureza quimica da refeicao.
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O papel do intestino no aumento da sensibilidade a insulina pés-prandial

De acordo com observacdes efectuadas por Lautt e colaboradores (Lautt et al.,
1998; Lautt et al., 2001), a alimentacdao ad libitum de um animal durante 2 hrs,
posteriormente testado sob o efeito de anestésico, resultou numa sensibilidade a
insulina que, ndo so6 era significativamente superior a observada em animais jejuados,
como era mantida inalterada por um periodo de cerca de 5-6 hrs. Assim, uma refeicao
solida, que fica parcialmente retida no estébmago como resultado de paralise parcial
induzida pela anestesia, € capaz de manter o sinal prandial de sensibilizacao para a
accao da insulina durante horas (Lautt et al., 1998).

Nos presentes estudos observou-se que a refeicao liquida mista, administrada
directamente no estémago do rato e na auséncia de banda intestinal, progredia para o
duodeno, sendo que os exames postmortem revelaram que a refeicao liquida avancava
até ao ileo. Adicionalmente, a sensibilidade a insulina em animais conscientes
alimentados ad libitum foi semelhante a de animais em cuja alimentacdo foi
mimetizada por administracao ig da refeicao liquida mista.

Assim, o sinal prandial que leva a activacdao da via da HISS e consequente
aumento da sensibilidade a insulina parece depender da passagem da comida para o
intestino (duodeno). A diferenca de sensibilidade a insulina observada entre animais
anestesiados (administracao ig) e conscientes, apesar de nao significativa, coloca a
hipotese de que os alimentos tém que progredir para o intestino delgado para que
ocorra a maxima potenciacao da sensibilidade a insulina, isto é, para que a via da HISS
actue em toda a sua plenitude. Em animais anestesiados, a paralise resultante da
anestesia podera levar a uma diminuicado do esvaziamento gastrico e,

consequentemente, a uma menor passagem de alimentos para o lumen intestinal e tal
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ser responsavel pela resposta ligeiramente menor a refeicdo mista nos animais
anestesiados. '

As experiéncias de implantacao de uma banda intestinal, a 1 cm do esfincter
pilérico, para impedir a passagem de alimentos do estbmago para o duodeno,
resultaram num bloqueio da potenciacao da accao da insulina apdés a administracao ig
da refeicao liquida mista. No entanto, quando a administracdo dessa refeicao foi
efectuada por via intra-entérica, através de um catéter colocado no duodeno, a jusante
da banda intestinal, observou-se um aumento significativo da sensibilidade a insulina, a
qual foi posteriormente inibida pela administracdo de atropina. Uma vez que a
amostragem deste protocolo é reduzida, estas observacdes devem ser encaradas como
resultados preliminares, mas cuja relevancia justifica a sua referéncia nesta
dissertacao. Com efeito, estas experiéncias apontam para o envolvimento do intestino
na activacao prandial dos nervos parassimpaticos, o que conduz a libertacao da HISS e,
consequentemente, ao incremento da sensibilidade a insulina ap6s a administracao ou

ingestao da refeicao liquida mista.

Sensibilidade a insulina pds-prandial e implicacoes nutricionais

A ingestdao e processamento alimentar apos uma refeicao, induzem um sinal
prandial que activa a via da HISS, potenciando a accao hipoglicemiante da insulina no
mUsculo esquelético. Com o progressivo aumento do periodo de jejum, a inactivacao da
via da HISS leva a uma diminuicdo da sensibilidade a insulina, o que constitui um

processo regulatorio normal, ja que com o jejum ha uma diminuicao da glicémia. Por

' As diferencas observadas entre a refeicio liquida mista e a de glucose para a potenciacdo da accio da
insulina ndo podem ser explicadas com base em variagdes no esvaziamento gastrico, uma vez que, para
além do volume do estdmago ser semelhante no final da experiéncia, esta descrito que a velocidade de
esvaziamento gastrico € menor apos uma refeicao liquida mista por comparacdo com uma solucao de
glucose (Marciani et al., 2000).
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outro lado, a incapacidade de estimular a libertacdo da HISS no estado pods-prandial,
pode resultar numa condicao de pré-diabetes. Com efeito, na auséncia de libertacao da
HISS apo6s uma refeicao, a resposta a insulina fica comprometida em cerca de 50 %,
podendo levar ao aumento da secrecdao pancreatica de insulina, necessaria para
compensar a hiperglicémia pos-prandial. Neste estado pré-diabético, a hiperinsulinémia
compensatoria estimula o aporte em tecidos sensiveis a insulina, principalmente tecido
adiposo e figado.

Desta forma, as refeicdes que activem a via da HISS, e portanto sejam capazes
de potenciar a sensibilidade a insulina, sao vantajosas do ponto de vista nutricional,
enquanto que dietas baseadas em refeicdes ineficazes na sinalizacdao prandial que
conduz a libertacao da HISS poderéo resultar em insulinorresisténcia pds-prandial, com
todas as consequéncias que dai advém.

A glucose e a sacarose sao claramente incapazes de produzir tal sinal prandial,
nao potenciando a accao da insulina que ocorre normalmente apds a ingestdao de uma
refeicao. Nao parecem, por isso adequados para mimetizar uma situacao pos-prandial.

Estas observacées sao importantes do ponto de vista clinico, uma vez que
sugerem que os estudos de accao da insulina por recurso a administracao de refeicoes-
teste de glucose, como € o caso do teste de tolerancia oral a glucose (OGTT), nao serao
os mais adequados para avaliar a accdo da insulina no estado pos-prandial, ao contrario
do que acontece com testes de tolerancia a refeicoes mistas. Esta afirmacao é
corroborada por outros autores (Berthiaume e Zinker, 2002), segundo os quais a
utilizacao de refeicbes mistas permite uma maior capacidade de detectar diferencas
nos perfis de glucose e insulina em simultaneo e em particular em modelos de
insulinorresisténcia. Com efeito, uma vez que a glucose nao é eficaz na activacao da via
da HISS, o OGTT ira negligenciar a componente de accao da insulina dependente da
HISS, a qual representa cerca de 50-60% da accao total da insulina no estado pos-

prandial. Desta forma, eventuais alteracoes na sintese e/ou accao da HISS nao poderao
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ser detectadas pelo OGTT, nao permitindo a identificacdo precoce de um estado de pré-
diabetes, o qual seria detectado através da utilizacao de uma refeicao mista.

Para além disso, estudos cronicos com dietas ricas em sacarose revelaram que a
alimentacao com sacarose induz um rapido decréscimo da via da HISS, conforme
observado em ratos sujeitos a uma dieta composta por 35 % de sacarose durante duas
semanas (Ribeiro et al., 2005). Estas observacées podem estar directamente
relacionadas com a causa do aumento epidémico da insulinorresisténcia, diabetes
mellitus tipo 2 e obesidade, em paises desenvolvidos, onde os acUcares refinados sao

um constituinte importante na dieta habitual.

Em conclusdo, a administracdo ig da refeicao liquida mista comercial, contendo
glicidos, lipidos e proteinas, resulta numa significativa sensibilizacdo para a accao da
insulina, mimetizando um estado pos-prandial normal. Embora a potenciacdo da accao
da insulina induzida pela refeicao liquida mista seja ligeiramente inferior nos animais
anestesiados, ambos os modelos estudados (agudo e crénico, ambos com insercao de
catéter gastrico) mostraram-se adequados para estudos de composicao nutricional na
sensibilidade a insulina.

A desnervacao parassimpatica hepatica, realizada antes da administracao da
refeicao liquida mista, impediu o aumento da sensibilidade a insulina e a atropina,
administrada apos a refeicdo mista para bloquear a via da HISS, inibiu completamente a
sensibilidade a insulina pos-prandial, baixando-a para valores proximos do jejum. A
actividade parassimpatica &, assim, essencial neste processo, sendo consistente com os
estudos anteriores relacionados com o papel da HISS na sensibilidade a insulina pos-
prandial.

Ao contrario da refeicao mista, nem a sacarose nem a glucose sao capazes de
produzir um sinal prandial eficaz na potenciacdo da accao da insulina, sugerindo que o

OGTT nao sera o método mais adequado para avaliar a sensibilidade a insulina pos-
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prandial. De facto, o OGTT avalia somente a componente de accdao da insulina
independente da HISS, pelo que nao permite detectar as situacées em que a via da HISS
esta comprometida e, portanto, em que ha disfuncao da sensibilidade a insulina pos-

prandial.
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5. A INSULINORRESISTENCIA POS-PRANDIAL ASSOCIADA A
OBESIDADE INDUZIDA POR UMA DIETA RICA EM LIiPIDOS E

PROVOCADA POR DECRESCIMO DE ACCAO DA HISS

5.1. INTRODUCAO E OBJECTIVOS

O estado nutricional e a composicao de uma refeicao afectam significativamente
a accao da insulina dependente da via da HISS. O mecanismo de accado da insulina
dependente da via da HISS ocorre especificamente no estado pos-prandial. Para além da
activacao parassimpatica hepatica (Xie e Lautt, 1996b; Sadri e Lautt, 1999; Guarino et
al., 2004; Puschel, 2004), a sintese da HISS requer também a elevacdo dos niveis de
glutationo hepatico (Guarino et al., 2003; Guarino e Macedo, 2006), os quais ocorrem
apos a ingestao de uma refeicao.

Desta forma, uma dieta cuja composicao nutricional condicione a actividade
parassimpatica e/ou a concentracdo de glutationo no figado podera ter efeitos
deletérios na accao da HISS e, consequentemente, na sensibilidade a insulina pos-
prandial.

Neste contexto, esta descrito que uma dieta rica em lipidos induz um estado de
obesidade em modelos animais (Cruciani-Guglielmacci et al., 2005; Korach-Andre et al.,
2005), o qual parece ser acompanhado de insulinorresisténcia (Commerford et al.,
2000; Pagliassotti et al., 2000; Commerford et al., 2001). A associacao entre obesidade
e insulinorresisténcia esta bem documentada (Kemmer et al., 1979; DeFronzo e
Ferrannini, 1991; Lautt, 2004). Outros autores também relacionam a obesidade com
disfuncoes do sistema nervoso autonomo (Peterson et al., 1988; DeFronzo e Ferrannini,

1991; Lindmark et al., 2005) correlacionando o decréscimo da actividade
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parassimpatica com o aumento da adiposidade corporal (Peterson et al., 1988; Teff e
Townsend, 1999; Lindmark et al., 2005). Por outro lado, o aumento de adiposidade
induzido por uma alimentacdo com elevado teor lipidico pode envolver um aumento do
stress oxidativo (Milagro et al., 2006), que podera estar relacionado com o decréscimo
de glutationo (Carmiel-Haggai et al., 2005; Lin e Yin, 2008) resultando em
insulinorresisténcia (Khamaisi et al., 2000; Guarino et al., 2003).

Nos ultimos anos, tem sido sugerido que a localizacao da gordura resultante de
uma alimentacdo rica em lipidos influencia a sensibilidade periférica a insulina. Com
efeito, segundo diversos autores o aumento da adiposidade especificamente na regiao
abdominal visceral esta associada a uma diminuicdo da sensibilidade a insulina (Banerji
et al., 1997; Barzilai et al., 1999; Bosello e Zamboni, 2000; Lindmark et al., 2005),
embora outros observem que a um aumento da adiposidade corporal total inespecifica
também esta associada uma condicao de insulinorresisténcia (Korach-Andre et al.,
2005).

Assim, a realizacdo deste estudo teve como objectivo testar a hipotese de que a
obesidade induzida por uma dieta rica em lipidos esta associada a insulinorresisténcia
pos-prandial, causada por um decréscimo da accao da insulina dependente da via da
HISS. Nestas experiéncias testou-se também a existéncia de uma correlacdo entre a
reducdo da accao da HISS e o grau de obesidade, estimado a partir da medicao da massa
gorda, corporal total e de depositos abdominais, em animais alimentados com a dieta

rica em lipidos durante 0, 1 e 4 semanas.
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5.2. PROTOCOLOS

Nestas experiéncias, comparou-se o efeito de duas dietas, administradas durante
diferentes periodos, na sensibilidade a insulina. A composicao das duas dietas é
apresentada na tabela VII (seccao 3.14.2.1).

Foram utilizados ratos Sprague-Dawley machos (n=26), divididos em trés grupos,
de acordo com a dieta fornecida a partir das 5 semanas de idade: um primeiro grupo foi
alimentado apenas com a dieta controlo (STD, n=10); o segundo grupo (HFD-1, n=9) foi
alimentado com a dieta STD durante 3 semanas e com a dieta rica em lipidos durante a
Ultima semana (entre as 8 e 9 semanas de idade); o terceiro grupo (HFD-4, n=7) recebeu
a dieta rica em lipidos desde as 5 semanas de idade, isto €, durante 4 semanas. Todos
os animais foram testados as 9 semanas de idade, no estado pds-prandial, sob anestesia
(modelo agudo).

Foram efectuados 2 RISTs, um controlo e um segundo RIST apds administracdo de
atropina (1 mg/kg, iv).

Apos a anestesia e antes da cirurgia, estimou-se a massa gorda corporal,
recorrendo a analise por bioimpedancia, de acordo com o descrito por Hall e
colaboradores (Hall et al., 1989). No final da experiéncia, determinou-se a massa
adiposa abdominal peri-renal, peri-entérica e epididimal, por colheita e pesagem destes
depositos de gordura. Colheram-se ainda amostras de figado para quantificacdao da

concentracao de glutationo hepatico.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. MASSA CORPORAL (PESO) E PRESSAO ARTERIAL MEDIA

Neste estudo ndo se observaram diferencas na pressao arterial média basal entre
os grupos controlo (STD, 112.1+4.7 mmHg, n=10), com 1 semana de dieta lipidica (HFD-
1, 113.1+4.5 mmHg, n=9) e com 4 semanas de dieta lipidica (HFD-4, 117.5t7.7 mmHg,
n=7). A pressao arterial ndo variou significativamente ao longo da experiéncia: apos a
realizacao do RIST controlo a pressao arterial era 111.3+6.6 mmHg no grupo STD,
105.748.1 mmHg no grupo HFD-1 e 109.44+8.9 mmHg no grupo HFD-4, mantendo-se apds
a administracao de atropina (STD, 109.345.9 mmHg; HFD-1, 109.7+4.1 mmHg; HFD-4,

110.249.5 mmHg).

Quanto a massa corporal (peso dos animais), esta parece aumentar com a
duracdo da dieta rica em lipidos, sendo significativamente inferior nos animais STD
(371.6£7.3 g, n=10) relativamente aos animais HFD-1 (401.415.2 g, n=9; p<0.01) e aos
animais HFD-4 (420.5+4.7 g, n=7; p<0.001). Entre os dois grupos que receberam a dieta

rica em lipidos nao se observou diferenca significativa da massa corporal total.

5.3.2. GLICEMIA E INSULINEMIA

Nos protocolos realizados, as dietas nao afectaram de forma estatisticamente
significativa a glicémia arterial basal pods-prandial, embora se possa observar uma
tendéncia para o desenvolvimento de hiperglicémia com a dieta rica em lipidos. Com

efeito, a glicémia pos-prandial basal nos animais controlo (STD) era 116.1+2.4 mg/dl
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(n=10), sendo 127.6%6.6 mg/dl no grupo HFD-1 (n=9) e 136.6+14.4 mg/dl no grupo HFD-
4 (n=7). Os valores de glicémia ndo variaram significativamente apds a realizacao do
RIST controlo (STD, 116.5%2.7 mg/dl; HFD-1, 126.9+6.5 mg/dl; HFD-4, 139.4+14.7
mg/dl), nem apds administracdo de atropina (STD, 116.2+2.5 mg/dl; HFD-1, 127.3+6.0
mg/dl; HFD-4, 140.1£17.6 mg/dl).

No entanto, a glicémia no estado de jejum, quantificada nalguns animais dos
grupos STD (n=5) e HFD-4 (n=6) aproximadamente 4 dias antes da realizacao da
experiéncia, veio confirmar a tendéncia para o aumento da glicémia com a dieta rica
em lipidos: STD, 86.4+3.6 mg/dl e HFD-4, 95.1+2.2 mg/dl (p<0.05).

A insulinémia basal, obtida no estado pods-prandial, era semelhante entre os
grupos STD (2.3+0.4 ug/l, n=10) e HFD-1 (4.2+0.5 pg/l, n=9), mas significativamente
superior no grupo HFD-4 (4.6+0.7 ug/l, n=7; p<0.05 vs STD). Nao se observou uma
diferenca estatisticamente significativa da insulinémia basal entre os grupos HFD-1 e
HFD-4. Apos o RIST controlo, os niveis de insulina regressaram aos valores basais (STD,
2.4+0.4 pg/l; HFD-1, 4.6+0.3 ug/l; HFD-4, 6.1+£1.2 ug/l). A administracao de atropina
também nao afectou a insulinémia (STD, 1.9+0.4 ug/l; HFD-1, 6.0+0.9 ug/l; HFD-4,
4.9+0.7 pg/l), assim como o RIST pds-atropina, findo o qual os valores de insulina eram

semelhantes aos basais (STD, 2.3+£0.4 ug/l; HFD-1, 5.4+1.2 pg/l; HFD-4, 4.9+0.8 ug/l).

5.3.3. CONCENTRACAO DE GLUTATIONO HEPATICO

A figura 5.1 mostra os resultados da quantificacao da concentracao de glutationo
hepatico, essencial para a accao da HISS, obtidos para os trés grupos de animais. A
concentracao de glutationo hepatico foi significativamente superior nos animais
alimentados com dieta controlo (STD, 6.2+0.1 mmol/g figado, n=10) relativamente a

ambos os grupos de alimentados com dieta rica em lipidos (HFD-1, 5.1+£0.2 mmol/g
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figado, n=9; p<0.01 vs STD; HFD-4 5.4+0.3 mmol/g, n=7; p<0.05 vs STD). Nao se

observaram diferencas na concentracao de glutationo hepatico entre HFD-1 e HFD-4.
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Figura 5.1: Concentracdo de glutationo hepatico de ratos alimentados com dieta controlo (STD) ou
dieta rica em lipidos, durante 1 semana (HFD-1) ou 4 semanas (HFD-4). A concentracao de glutationo no
figado de ratos Sprague-Dawley de 9 semanas de idade é maior nos ratos alimentados com dieta normal
(STD, n=10) do que nos ratos alimentados com dieta rica em lipidos, quer durante 1 semana (HFD-1, n=9),
quer durante 4 semanas (HFD-4, n=7). Assim, os niveis de glutationo hepatico decrescem com a dieta rica
em lipidos, mas ndao parecem ser afectados pela duracdo dessa dieta. Os resultados sdo média + SEM.
*p<0.05 e **p<0.01, em relacdo ao grupo STD (teste one-way ANOVA, seguido de Tukey-Kramer).

5.3.4. EFEITO DA DIETA RICA EM LiPIDOS NA SENSIBILIDADE A INSULINA

O perfil de aporte de glucose durante um teste de sensibilidade a insulina (RIST)
pode ser estimado a partir da taxa de perfusao de glucose necessaria para manter a
euglicémia durante o RIST, sendo que a curva resultante da diferenca entre o perfil do
RIST controlo (po6s-prandial) e do RIST pds-atropina permite descrever a curva de accao
da componente da insulina dependente da via da HISS. Estes resultados sao
apresentados na figura 5.2. Na tabela IX, apresentam-se alguns parametros dinamicos,
determinados a partir dos perfis dos RISTs controlo, RISTs pds-atropina e accao da via
da HISS, nos ratos alimentados com racao normal (STD) ou com racao lipidica (HFD-1 e

HFD-4).
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Figura 5.2: Perfis dindmicos médios dos RISTs controlo, pés-atropina e da accdo da HISS, em ratos
alimentados com dieta controlo (STD), ou com dieta lipidica durante 1 semana (HFD-1) e 4 semanas
(HFD-4). A accao da HISS (a preto) para os grupos STD (B), HFD-1 (D) e HFD-4 (F) foi obtida por subtraccao
dos perfis do RIST controlo (a azul) pelos do RIST pods-atropina (a vermelho) nos graficos (A), (C) e (E),
respectivamente. A racao lipidica afecta os perfis do RIST controlo e da HISS, mas nao do RIST pos-atropina.
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O perfil dinamico da accao da insulina pos-prandial total (RIST controlo) é
significativamente afectado pela duracao da dieta lipidica (figura 5.2). Com efeito, a
magnitude do pico de aporte de glucose no RIST controlo diminuiu significativamente
com a duracdo da dieta rica em lipidos: STD, 12.0+0.8 mg glucose.kg”.min.”", n=10;
HFD-1, 6.9+0.5 mg glucose.kg”.min.", n=9 (p<0.001 vs STD); HFD-4, 4.4+0.5 mg
glucose.kg”.min.”", n=7 (p<0.001 vs STD; p<0.05 vs HFD-1) (tabela IX). A duracdo do
RIST controlo também diminuiu nos animais com dieta lipidica (HFD-1, 29.8+1.6 min;
HFD-4, 27.1+£0.6 min) em comparacao com os animais STD (37.4+0.4 min; p<0.001 vs
HFD-1 e HFD-4), como se apresenta na tabela IX.

O perfil de accdo da insulina dependente da via da HISS é também afectado pela
dieta lipidica (figura 5.2), ja que a duracao da accao da HISS esta diminuida nos animais
HFD-1 (25.842.2 min) e ainda mais nos HFD-4 (13.7+1.1 min, p<0.001 vs HFD-1),
relativamente aos STD (34.0+0.9 min, p<0.01 vs HFD-1 e p<0.001 vs HFD-4) (tabela IX).
Também a magnitude do pico da curva de accao da HISS decresce com a dieta lipidica:
STD, 7.9+0.7 mg glucose.kg”'.min."; HFD-1, 3.9+0.4 mg glucose.kg”.min.” (p<0.001);
HFD-4, 1.5+0.2 mg glucose.kg'.min.” (p <0.001 vs STD e p<0.05 vs HFD-1) (tabela IX).
Na curva de accao da HISS nos animais HFD-4 (figura 5.2 (F)) nao se observou um pico
de accao propriamente dito, mas apenas uma pequena elevacao da accao da HISS. Desta
forma, para fins comparativos, apesar de nao se poder determinar um momento para o
pico de accao da HISS nos animais HFD-4, considerou-se que a elevacdo dos niveis de
HISS correspondia a magnitude do pico.

A curva de accao da insulina per se, isto €, da componente independente da HISS
(figura 5.2, a vermelho), nao parece ser afectada pela dieta, uma vez que nem o pico

nem a duracao do RIST pos-atropina sao afectados pelo tipo de dieta (tabela IX).
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Tabela IX - Parametros dos perfis médios do RIST controlo, RIST pos-atropina e accao da HISS, em
ratos alimentados com dieta standard (STD, n=10) ou com dieta rica em lipidos, durante 1 (HFD-
1, n=9) ou 4 semanas (HFD-4, n=7). A dieta lipidica induz um decréscimo na magnitude e duracdo
da accao da insulina total (RIST controlo) e da componente dependente da HISS, sem afectar a
componente independente da HISS (RIST pds-atropina). Os resultados sdo média + SEM.

STD HFD-1 HFD-4
Magnitude do pico 12.0+0.8 6.940.5°  4.4+0.5>°
RIST (mg glucose.kg”.min.™")
controlo Tempo do pico (min) 12.440.4 13.4+0.7 12.6+0.8
Duracao (min) 37.4+0.4 29.8+1.6° 27.1£0.6 °
Magnitude do pico 5.6+0.8 4.240.3 4.140.3
RIST pos- | (mg glucose.kg™.min.™")
atropina Tempo do pico (min) 13.9+0.7 12.1+0.4 12.8+0.7
Duracao (min) 25.1+0.7 23.110.5 25.5%1.2
Magnitude do pico 7.940.7 3.940.4%  1.5+0.2%¢
(mg glucose.kg”.min.™)
Tempo do pico (min) 13.241.3 17.5+2.1 N/A
Accdoda | puracao (min) 34.0+0.9 25.8+2.2°  13.7+1.1>°¢
HISS - 5
Inicio de ac¢ao 3.9+0.7 3.9+1.7  11.8+2.1 %9
(onset, min)
Fim da accao
(offset, min) 37.410.4 29.6+1.7°  25.6+1.3°

N/A, nao quantificavel. 3p<0.01 e Pp<0.001, vs STD; °p<0.05, 9p<0.01 e ®p<0.001, vs HFD-1. Teste one-way
ANOVA, seguido de teste de Tukey-Kramer.

Na figura 5.3 apresentam-se os valores de RIST index para os trés grupos em
estudo. A subtraccdo do RIST index pds-atropina ao RIST index controlo permite-nos
obter a accao da insulina dependente da via da HISS, também apresentada na figura

5.3.
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Figura 5.3: Sensibilidade a insulina total, dependente e independente da HISS em ratos Sprague-
Dawley, alimentados com dieta standard (STD) ou dieta rica em lipidos, durante 1 semana (HFD-1) e 4
semanas (HFD-4). Os ratos HFD-1 (n=9) tém uma sensibilidade a insulina (RIST index) pos-prandial total
(branco + tracejado) diminuida relativamente ao grupo controlo (STD, n=10), o que é agravado com 4
semanas de dieta lipidica (HFD-4, n=7). A componente de accao da insulina dependente da substancia
hepatica sensibilizadora da insulina (HISS, a branco) também diminui do grupo STD para o HFD-1 e é quase
inexistente no grupo HFD-4. Por outro lado, a sensibilidade a insulina independente da via da HISS (a
tracejado) é semelhante entre STD e HFD-1, apresentando-se diminuida no grupo HFD-4 relativamente ao

grupo STD (p<0.05). Os resultados sdo a média + SEM. ***p<0.001 em relacdo ao grupo STD, e entre HFD-1 e
HFD-4 (componente da HISS e total). Teste one-way ANOVA, seguido de Tukey-Kramer.

A sensibilidade a insulina pos-prandial total (RIST index controlo), encontrava-se
francamente diminuida nos ratos HFD-4 (69.3+2.6 mg glucose/kg bw, n=7), em
comparacao com os animais HFD-1 (108.8+2.9 mg glucose/kg bw, n=9; p<0.001) e STD
(185.8+5.6 mg glucose/kg bw, n=10; p<0.001), sugerindo que a insulinorresisténcia
induzida pela dieta lipidica aumenta com a duracao dessa dieta (figura 5.3). A diferenca
no RIST index controlo entre os ratos HFD-1 e STD foi também estatisticamente
significativa (p<0.001).

O aporte de glucose induzido pela accao da insulina apds o bloqueio da via da

HISS (RIST index pos-atropina) corresponde a sensibilidade a insulina independente da

204



Ricardo A. Afonso
Dissertacao de Doutoramento

HISS, tendo sido semelhante entre os ratos controlo (STD, 76.9+3.8 mg glucose/kg bw,
n=10) e os ratos HFD-1 (70.2+2.9 mg glucose/kg bw, n=9). O RIST index pos-atropina foi
ligeiramente inferior nos ratos HFD-4 (63.841.8 mg glucose/kg bw, n=7), em
comparacao com os STD (p<0.05 vs STD), mas nao se diferenciando do grupo HFD-1
(figura 5.3). Em contraste, a accao da insulina dependente da via da HISS (figura 5.3)
decresceu significativamente com a duracdao da dieta lipidica: STD, 108.9+3.9 mg
glucose/kg bw; HFD-1, 38.6+4.2 mg glucose/kg bw (p<0.001 vs STD); HFD-4, 5.4+1.7 mg
glucose/kg bw (p<0.001 vs STD e HFD-1).

Na figura 5.4 apresenta-se a percentagem de contribuicao da via da HISS para a
accao total da insulina no estado poés-prandial, a qual se encontra significativamente
reduzida nos animais HFD-1 (37.1£3.4 %), tornando-se relativamente desprezavel nos
HFD-4 (7.5%2.2 %; p<0.001 vs HFD-1), em comparacao com os animais alimentados com

a dieta controlo (STD, 58.7+1.5 %; p<0.001 vs HFD-1 e HFD-4).

100+
g 75
ST
E © —— .
= 0O * %%
S g 507
20
o9
v c
< O
2 254
o
0
STD HFD-1 HFD-4

Figura 5.4: Percentagem da accao total da insulina que é dependente da HISS. A contribuicdo da HISS
(substancia hepatica sensibilizadora da insulina) para a accado da insulina (%) € inferior nos animais
alimentados com dieta lipidica em comparagao com a dieta controlo (STD, n=10), sendo que esta diferenca
€ agravada com a duracao da dieta. HFD-1 (n=9), ratos alimentados com dieta rica em lipidos durante 1
semana; HFD-4 (n=7), ratos alimentados com dieta lipidica durante 4 semanas. Os resultados sdao a média *
SEM. ***p<0.001, vs grupo STD e vs grupo HFD-1 (teste one-way ANOVA, seguido de Tukey-Kramer).
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Relativamente ao grupo STD, a accao da insulina dependente da via da HISS
estava diminuida em 64.6% no grupo HFD-1, sendo que esta diminuicdo se agravou para
95% no grupo HFD-4. Por outro lado, a componente de accao da insulina independente
da HISS foi consideravelmente menos afectada, uma vez que o decréscimo desta
componente foi significativo apenas nos animais HFD-4, em que a accao da insulina
independente da HISS estava diminuida apenas 17% relativamente ao grupo controlo.

Estes resultados sugerem que a dieta lipidica diminui a accao da insulina pds-
prandial, afectando em primeiro lugar e de forma mais profunda a accao da insulina
dependente via da HISS do que a componente independente da HISS. A quantificacao da
sensibilidade a insulina (RISTs index), bem como os perfis de accao da insulina nos trés
grupos estudados (STD, HFD-1 e HFD-4), permitiram concluir que a accao da insulina
pos-prandial é significativamente afectada ao fim de 1 semana de dieta rica em lipidos,
sendo que esta condicao é agravada com a duracao da dieta. Estas alteracdes parecem
dever-se essencialmente a diminuicdo da accao da via da HISS, a qual se encontra
fortemente inibida apos 1 semana de dieta lipidica e praticamente inexistente ao fim de
4 semanas, ao contrario da accao da insulina per se (componente independente da
HISS), cuja de accao é afectada apenas ao fim de 4 semanas de dieta rica em lipidos,

embora de forma substancialmente menos pronunciada do que a componente da HISS.

5.3.5. EFEITO DA DIETA RICA EM LiPIDOS NA MASSA GORDA

A analise de impedancia bioeléctrica tetrapolar (Hall et al., 1989), realizada
antes dos testes de sensibilidade a insulina, permitiu estimar a massa gorda corporal a
partir da determinacao da massa corporal nao gorda. Estes resultados sao apresentados

na figura 5.5.
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A massa corporal nao gorda (figura 5.5) foi semelhante entre os animais HFD-4
(314.1+8.0 g, n=7) e HFD-1 (323.0+6.9 g, n=9). Também nado foi significativamente
diferente entre os animais HFD-1 e os animais controlo (STD, 347.4+7.5 g, n=10),
embora fosse superior no grupo STD relativamente ao grupo HFD-4 (p<0.05).

A massa gorda corporal (figura 5.5) foi significativamente superior nos ratos HFD-
4 (106.5+6.1 g) do que nos ratos HFD-1 (79.847.9 g; p<0.05) e mais ainda do que nos
ratos STD (32.5+3.7 g; p<0.001 vs HFD-1 e HFD-4). Em termos de percentagem da massa
corporal total (figura 5.5), a massa gorda foi 25.5%1.5 % nos ratos HFD-4,
estatisticamente superior ao observado nos ratos HFD-1 (19.7+£1.8 %, p<0.05) e STD

(8.5+0.9 %, p<0.001 vs HFD-1, p<0.001 vs HFD-4).
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Figura 5.5: Massa corporal gorda e ndo gorda em ratos alimentados com dieta standard ou dieta rica
em lipidos durante 1 ou 4 semanas. (A) A massa corporal nao gorda nao varia entre os ratos alimentados
com dieta controlo (STD, n=10) e os ratos alimentados com a dieta rica em lipidos durante 1 semana (HFD-
1, n=9), mas parece diminuir apdés 4 semanas de dieta lipidica (HFD-4, n=7). (B) A massa gorda corporal e
(C) a percentagem de massa gorda corporal (% do peso total), aumentam com a duracao da dieta rica em
lipidos. A duracado da dieta lipidica esta associada a um aumento significativo da massa gorda corporal. Os
resultados sdo a média + SEM. *p<0.05, em relacdo ao grupo STD, em (A) e em relagao ao grupo HFD-1, em
(B) e (C). ***p<0.001 vs grupo STD. Teste one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer.
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O impacto da dieta na adiposidade foi também avaliado por determinacao da
massa de cada um dos depositos de gordura abdominal colhidos e pesados no final da
experiéncia (adiposidade peri-renal, peri-entérica e epididimal). A medicao das massas
individuais destas adiposidades, bem como a soma dessas massas, constituem uma
estimativa da adiposidade abdominal.

A massa de cada uma das adiposidades aumentou significativamente com a

duracao da dieta rica em lipidos, como se pode observar na figura 5.6.
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Figura 5.6: Massas dos depésitos de gordura abdominal colhidos de ratos Sprague-Dawley, alimentados
com dieta normal (STD, n=8, a branco) e dieta rica em lipidos, durante 1 semana (HFD-1, n=9, a
tracejado) ou durante 4 semanas (HFD-4, n=7, a cheio). (A) Massa gorda peri-renal. (B) Massa gorda peri-
entérica. (C) Massa gorda epididimal. (D) Soma das massas individuais dos depositos de gordura colhidos. Os
resultados sdo a média + SEM. **p<0.01, relativamente ao grupo HFD-1. ***p<0.001, relativamente ao grupo
STD. Teste one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer.
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A adiposidade peri-renal era significativamente mais pesada nos ratos HFD-4
(12.3+0.7 g, n=7) do que nos ratos HFD-1 (9.6+£0.4 g, n=9; p<0.01) e do que nos ratos
STD (4.8+0.5 g, n=8; p<0.001 vs HFD-1 e HFD-4). O deposito de gordura peri-entérica
também era mais pesado nos ratos com dieta lipidica (HFD-4, 8.2+0.3 g, n=7; HFD-1,
6.9+0.3 g, n=9) do que nos ratos controlo (STD, 4.5+0.4 g, n=8; p<0.001 vs HFD-1 e HFD-
4), assim como a adiposidade epididimal: HFD-4, 9.6+0.7 g (n=7); HFD-1, 7.1+0.4 g
(n=9; p<0.01 vs HFD-4); STD, 4.4+0.3 g (n=8; p<0.001 vs HFD-1 e HFD-4) (figura 5.6).

A adiposidade abdominal regional, dada pela soma das massas individuais dos
depositos colhidos, também foi superior nos ratos HFD-4 (30.1 + 1.4 g) do que nos ratos
HFD-1 (23.7 + 1.0 g; p<0.01) e nestes maior do que nos ratos sem dieta lipidica (STD,
13.7 £ 1.0 g; p<0.001 vs HFD-1 e HFD-4) (figura 5.6).

A fim de testar se a dieta rica em lipidos induzia a acumulacao de matéria gorda
especificamente na regido abdominal, tracou-se um grafico de regressao linear do total
das massas gordas abdominais colhidas (soma dos depositos peri-renal, peri-entérico e
epididimal) em funcdao da massa gorda corporal, medida por bioimpedancia, o qual é
apresentado na figura 5.7, em baixo. Observou-se que a adiposidade corporal se

correlaciona com a adiposidade abdominal (R?=0.84, n=24; p<0.0001).
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Figura 5.7: Regressao linear da massa gorda abdominal em funcdo da massa gorda corporal (total). A
dieta rica em lipidos, administrada durante 0, 1 ou 4 semanas, resulta num aumento generalizado da massa
gorda em ratos Sprague-Dawley, sendo que a massa gorda corporal se correlaciona com a soma das massas
gordas abdominais medidas.
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Estes resultados sugerem que a dieta rica em lipidos induz um aumento da
adiposidade, o qual é agravado com a duracao da dieta. Esse aumento de adiposidade

parece ser generalizado, nao havendo deposicao de gordura num local especifico.

5.3.6. CORRELAGAO ENTRE A ADIPOSIDADE E A SENSIBILIDADE A INSULINA

Para tentar compreender se o aumento de massa gorda corporal (total) e
abdominal, induzido pela dieta lipidica, esta associado ao desenvolvimento da
resisténcia a insulina e qual o envolvimento da HISS neste processo, estudou-se a
existéncia de uma correlacdo entre a massa gorda (corporal e abdominal) e a

sensibilidade a insulina (total, dependente da HISS e independente da HISS).

5.3.6.1. Massa gorda corporal e sensibilidade a insulina

A figura 5.8 diz respeito a correlacao entre a massa gorda corporal e a accao da
insulina. Como se pode observar, existe uma correlacdao polinomial (quadratica)
negativa entre a massa gorda corporal, medida por bioimpedancia, e a accao da insulina
pos-prandial total, dada pelo RIST index controlo (R?=0.81, n=16; p<0.05). De igual
forma, entre a massa gorda corporal e a accao da insulina dependente da via da HISS
também ha uma forte correlacdo polinomial (quadratica) negativa (R?=0.87; p<0.01)
(figura 5.8) '. Em contraste, a accdo da insulina independente da HISS (RIST pos-
atropina) nao se correlaciona com a massa gorda corporal, nem polinomialmente

(R?=0.20; p=0.73), nem linearmente (R?=0.19; p=0.09) (figura 5.8).

' Foi também testada a existéncia de uma correlacio exponencial para descrever a relacdo entre estes
parametros, mas, embora essa correlacdo exponencial fosse estatisticamente significativa (p<0.01),
apresentava valores de R? bastante inferiores aos observados para a correlacdo polinomial quadratica
(R?=0.72, para a accao total da insulina; e R%=0.52, para a accéo da insulina dependente da HISS).
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Figura 5.8: A massa gorda corporal correlaciona-se negativamente com a sensibilidade a insulina
dependente da HISS. (A) Correlacao polinomial (quadratica) negativa entre a sensibilidade a insulina total
e a massa gorda corporal (R?=0.81; p<0.05). (B) A sensibilidade & insulina dependente da substncia
hepatica sensibilizadora da insulina (HISS, a azul) também se correlaciona negativamente (correlacdo
polinomial) com a massa gorda corporal (R*=0.87; p<0.01); no entanto, ndo ha correlacio estatisticamente
significativa entre a massa gorda corporal e a componente de accao da insulina independente da HISS
(p=0.73).

A massa corporal nao gorda, por seu lado, nao se correlaciona com a
sensibilidade total & insulina, dada pelo RIST index controlo (R*=0.18; p=0.07), nem com
a componente da sensibilidade a insulina independente da HISS (R?=0.12; p=0.17).
Curiosamente, entre a massa corporal nao gorda e a sensibilidade a insulina dependente

da via da HISS ha uma correlacao que, embora significativa (p<0.05), apresenta um
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coeficiente de correlacdo consideravelmente mais baixo (R?=0.25) do que o observado
entre a accao da HISS e a massa gorda corporal.

Estes resultados parecem indicar que o aumento da adiposidade corporal esta
associado a reducao da accao da insulina dependente da via da HISS, a qual ocorre de
forma rapida e pronunciada para pequenos aumentos da massa gorda. A accdo da
insulina independente da HISS nao parece estar associada a variacao da massa gorda

corporal (total).

5.3.6.2. Massa gorda abdominal e sensibilidade a insulina

A massa de cada um dos depositos de gordura abdominal colhidos (peri-renal,
peri-entérico e epididimal) também se correlaciona com a sensibilidade a insulina. Essa
correlacao é negativa e linear, observando-se para a sensibilidade a insulina total (RIST
index controlo), dependente e independente da HISS (RIST index pos-atropina). Os
coeficientes de correlacdo, declives e significancia estatistica das regressoes lineares da
sensibilidade a insulina em funcdo das adiposidades abdominais individuais sao

apresentados na tabela X.

De igual forma, entre a soma das massas dos depositos de gordura colhidos -
massa gorda abdominal total - e a accao da insulina também existe uma correlacao
linear negativa (figura 5.9), relativamente quer a sensibilidade a insulina pos-prandial
total (R?=0.85; p<0.001), quer & componente dependente da HISS (R*=0.79; p<0.001),
quer ainda relativamente a componente independente da HISS (R?=0.45; p<0.01). No
entanto, e a semelhanca do que acontece com as massas gordas individuais, esta
correlacao é mais forte para a componente de accao da insulina dependente da HISS
(R*-ajustado, 0.78) do que para a componente independente da HISS (R’-ajustado,

0.41), como se pode observar na figura 5.9.
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Tabela X - Ambas as componentes de accao da insulina (dependente e independente da
substancia hepatica sensibilizadora a insulina - HISS) e a sensibilidade a insulina total apresentam
uma correlacao linear negativa com a massa gorda peri-renal, peri-entérica e epididimal. A accao
da insulina dependente da HISS parece ser a componente que melhor se correlaciona com o
aumento das massas gordas abdominais, sendo os seus declives de regressao significativamente
maiores do que os declives da componente independente da HISS, para qualquer dos depositos de
gordura.

Accao da insulina Accao da insulina Accao da insulina
total dependente da HISS  independente da HISS
(mg glucose/kg bw)  (mg glucose/kg bw) (mg glucose/kg bw)

Massa gorda R? 0.88 0.85 0.37

Peri-renal  R%*-ajustado 0.87 0.84 0.33
(2) Declive 11.7+1.2°¢ -10.1+1.1 9 -1.6+0.6°

Massa gorda R? 0.73 0.67 0.43

Peri-entérica R%-ajustado 0.71 0.64 0.39
(g) Declive -20.7+3.4°¢ -17.2+3.3¢%¢ -3.4+1.1°

Massa gorda R 0.73 0.69 0.51

epididimal  R%-ajustado 0.71 0.67 0.48
(g) Declive -16.8+2.6°¢ -13.9+2.5¢%¢ -3.0+0.8°

3 p<0.05; ° p<0.01; © p<0.001 (declive diferente de zero; teste t-student).
4 p<0.001, em relacdo a accdo da insulina independente da HISS (diferenca entre declives; teste ANCOVA).

Na figura 5.9 pode ainda observar-se que os declives das rectas de regressao
linear para a accao total da insulina (-5.4+0.6) e para a accao da insulina dependente
da HISS (-4.6+0.6) sao mais acentuados do que para a componente de accao da insulina
independente da HISS (-0.9+0.3; p<0.001), tal como acontece com os depdsitos
individuais de gordura abdominal apresentados na tabela X, sugerindo que também a
variacao na adiposidade abdominal tem um impacto mais acentuado na componente da
HISS do que na componente independente da HISS, ou vice-versa.

Os resultados apresentados neste capitulo sugerem que a duracdao da

alimentacao com uma dieta rica em lipidos esta associada a uma reducao acentudada
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da sensibilidade a insulina pods-prandial e que a adiposidade aumenta em resposta a
ingestdo dessa dieta lipidica, ndao se acumulando num local especifico. Essa
adiposidade, quer seja corporal (total), quer seja abdominal, estd associada a
resisténcia a insulina pos-prandial. Das duas componentes que constituem a accao total
da insulina pds-prandial, a componente de accdo da insulina dependente da HISS parece

ser aquela que é afectada de forma mais rapida e mais extensa.
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Figura 5.9: Accdo da insulina (total, dependente e independente da HISS) em fung¢do da massa gorda
abdominal. (A) Massa gorda abdominal total vs accdo total da insulina (R2=0.85; p<0.001). (B) Massa gorda
abdominal total vs accdo da insulina dependente (a azul, R%=0.79; p<0.001) e independente (a vermelho,
R2=0.45; p<0.01) da via da substancia hepatica sensibilizadora da insulina (HISS). A adiposidade abdominal
correlaciona-se linear e negativamente com a accdo da insulina no estado pos-prandial. No entanto, a
correlacdo é mais acentuada para a componente dependente da HISS do que para a componente
independente da HISS, cujas rectas de regressao apresentam declives significativamente diferentes
(p<0.001). A massa gorda abdominal total é a soma das massas gordas peri-renal, peri-entérica e
epididimal. HISS, substdncia hepatica sensibilizadora da insulina. Testes t-student e ANCOVA.
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5.4. DISCUSSAO

Neste estudo, observou-se que a alimentacao com uma dieta hiperlipidica leva a
um aumento progressivo da adiposidade, o qual se correlaciona com o desenvolvimento
da insulinorresisténcia pods-prandial. O primeiro e principal responsavel por esta
insulinorresisténcia induzida pela dieta lipidica € o decréscimo da accao da via da HISS,
cuja contribuicao para a sensibilidade a insulina pos-prandial é fortemente reduzida

pela duracao da dieta.

Consideracoes metodoldgicas

A escolha das racoes utilizadas nas experiéncias descritas neste capitulo
prendeu-se com a necessidade de comparar os efeitos de uma dieta controlo (STD),
normalmente utilizada para ratos de laboratoério em fase de manutencao e por isso com
maior concentracao de glicidos, com os de uma dieta rica em lipidos, cuja razao
lipidos/glicidos fosse praticamente inversa da apresentada pela racao controlo. A
elevada percentagem de lipidos (60 %) naquela racao permitiu estudar eficazmente os
seus efeitos na sensibilidade a insulina ap6s uma curta duracdao da dieta (1 e 4
semanas), minimizando os efeitos da maturacado ou envelhecimento dos animais. Uma
vez que esta descrito um aumento de palatabilidade da racdo com o aumento da
percentagem de lipidos na mesma (NRC, 1995), tal poderia influenciar a quantidade de
comida consumida por cada animal. No entanto, Pagliassotti e colaboradores,
compararam uma racao hiperlipidica semelhante a racao utilizada no presente trabalho
com a racao controlo, em termos de massa e calorias ingeridas, ndao tendo observado
quaisquer diferencas (Pagliassotti et al., 2000). Desta forma, os efeitos da dieta lipidica

parecem dever-se a sua composicao e nao a quantidade diaria de racao ingerida.
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O efeito da dieta rica em lipidos na sensibilidade a insulina

A insulinorresisténcia pos-prandial instalou-se logo apos a primeira semana de
alimentacao com a racao lipidica (HFD-1), sendo apenas cerca de 59 % da sensibilidade
a insulina pos-prandial observada nos animais alimentados com a dieta standard (STD).
Esta condicdo foi agravada as 4 semanas de dieta lipidica (HFD-4), quando a accao da
insulina pos-prandial foi apenas 37 % (aproximadamente) da observada nos animais STD.
Estas observacdes estao em concordancia com as de outros autores, relativas aos efeitos
das dietas lipidicas na sensibilidade a insulina (Pagliassotti et al., 2000; Zhang et al.,
2003; Srinivasan et al., 2005).

A observacao de que a insulinémia basal estava aumentada nos ratos alimentados
durante 4 semanas com a dieta lipidica, ainda que ligeiramente, sugere um mecanismo
compensatorio das células B pancreaticas, o que atesta que a capacidade de producao
de insulina ndo é afectada pela dieta rica em lipidos, pelo menos nos periodos
estudados. Com efeito, esta descrito que acidos gordos livres estimulam as células B
para a secrecao de insulina (Newgard e McGarry, 1995), possivelmente por esterificacao
a DAG (Vara e Tamarit-Rodriguez, 1986) e dados publicados por outros autores revelam
também um aumento (Ste Marie et al., 2005; Terauchi et al., 2007) ou pelo menos
manutencao (Cruciani-Guglielmacci et al., 2005) da insulinémia em animais alimentados
com dieta lipidica por periodos de duracao da dieta até 8 semanas. Assim, o menor
aporte periférico de glucose causado pela alimentacao com a dieta rica em lipidos aqui
demonstrado nao parece dever-se a deficiéncias na secrecao B-pancreatica de insulina,
mas sim a diminuicao da sua accao periférica.

Uma vez que em condicdes fisioldgicas a sensibilidade a insulina pds-prandial é
mediada ndo so6 pela accao da insulina per se, mas também pela via da HISS, estudou-se

o efeito da dieta hiperlipidica sobre cada uma das componentes de accao da insulina.
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A accao da insulina independente da via da HISS (insulina per se) nao foi tao
afectada pela dieta rica em lipidos como a componente dependente da HISS: a
diminuicao da sensibilidade a insulina independente da HISS permaneceu inalterada no
grupo HFD-1 (dieta lipidica durante 1 semana) e decresceu apenas cerca de 17 % no
grupo HFD-4 (4 semanas de dieta lipidica), relativamente ao grupo controlo (STD). Este
decréscimo pode estar associado ao ligeiro aumento da glicémia em jejum observado
nos animais HFD-4, uma vez que no estado de jejum apenas a componente de accao da
insulina independente da HISS esta activa. A observacdo de que a accao da insulina
independente da via da HISS é apenas ligeiramente afectada pela dieta lipidica permite
explicar o facto de nem todos os autores observarem diferencas entre animais
alimentados com a dieta rica em lipidos e dieta controlo, no que respeita ao aporte de
glucose estimulado pela insulina (Cruciani-Guglielmacci et al., 2005), apesar da maioria
dos autores constatar essas diferencas (Pagliassotti et al., 2000; Zhang et al., 2003;
Srinivasan et al., 2005). Tais discrepancias de resultados entre diferentes grupos podem
derivar de diferencas ao nivel da composicdo e duracao da dieta testada, ou da
metodologia utilizada para estimar a sensibilidade a insulina. Com efeito, estes estudos
sdao efectuados apos periodos mais longos de dietas lipidicas (Pagliassotti et al., 2000;
Ste Marie et al., 2005), ap6s o que provavelmente ja é possivel observar um decréscimo
da componente de accdo da insulina independente da HISS, mas que nao é visivel nas
primeiras semanas de dieta, conforme sugerem os nossos resultados. A propria
composicao dietética da racao utilizada pode variar de estudo para estudo, o que
claramente influenciara o resultado final. No que diz respeito a metodologia utilizada
para determinar a sensibilidade a insulina, a maioria dos estudos baseiam-se num estado
estacionario para a concentracao de glucose e insulina, alcancado através de um jejum
nocturno (Radziuk, 2000; Cruciani-Guglielmacci et al., 2005), o qual, como discutido

anteriormente, ndao contempla a accao da insulina dependente da via da HISS,
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componente cuja activacdo ocorre no estado pos-prandial e que é fortemente inibida
pela dieta lipidica, resultando na diminuicao da sensibilidade a insulina pds-prandial.

A componente de accao da insulina dependente da via da HISS diminuiu com a
duracdo da dieta rica em lipidos de forma paralela a sensibilidade a insulina pos-
prandial total: observou-se um decréscimo da HISS de cerca de 65 % no grupo HFD-1 e
de 95 % no grupo HFD-4, em comparacao com o grupo controlo (STD). Tanto nos animais
HFD-1 como HFD-4, a reducao da accao da HISS foi significativamente mais pronunciada
do que a reducao da componente independente da HISS, conforme ilustra a figura 5.3.

Assim, a resisténcia a insulina dependente da via da HISS e associada a dieta rica
em lipidos parece ser o principal factor responsavel pelo efeito de insulinorresisténcia
precoce, que precede o desenvolvimento da diabetes (Lautt, 2005) conforme é indicado
pela observacao de que 1 semana de dieta rica em lipidos nao é suficiente para afectar
a accao da insulina per se, mas é-o para reduzir drasticamente o efeito da via da HISS

na accao da insulina.

Adiposidade e insulinorresisténcia induzidas pela dieta lipidica

O decréscimo de sensibilidade a insulina observado nos animais alimentados com
a dieta lipidica correlacionou-se com o aumento da adiposidade, estimada a partir da
determinacao da massa gorda, o que esta em concordancia com resultados publicados
por outros grupos (Barzilai et al., 1999; Milagro et al., 2006; Pitombo et al., 2006).
Contudo, os dados aqui reportados sugerem ainda que o efeito da acumulacdo de
adiposidade é significativamente mais pronunciado na componente de accao da insulina
dependente da HISS do que na componente independente da HISS. Com efeito, existiu
uma correlacao polinomial (quadratica) significativa entre a massa gorda corporal e a
accao da insulina dependente da HISS, a qual era semelhante a observada para a accao

total da insulina, ao passo que a componente de accao da insulina independente da HISS
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nao se correlacionou com a massa gorda corporal (figura 5.8). Por outro lado, a massa
gorda abdominal apresenta uma correlacao linear com ambas as componentes de accao
da insulina, no entanto observou-se que essa correlacao é mais pronunciada para a
accao da insulina total e dependente da HISS, do que para a componente independente
da HISS, como é demonstrado pelos declives das rectas de regressao linear,
substancialmente diferentes de zero e entre si (tabela X e figura 5.8). O que estes
dados sugerem é que a componente de accao da insulina independente da HISS também
tende a diminuir com a obesidade, s6 que a um ritmo mais lento.

Note-se que apesar da correlacao (e por conseguinte, associacao) entre a
diminuicao de accao da HISS e o aumento da adiposidade ser significativa, nao se pode
ainda estabelecer uma relacao casuistica entre ambas, isto €, ndao se pode afirmar com
toda a certeza que seja 0 aumento da massa gorda a provocar o decréscimo da accao da
HISS e nao o contrario. No entanto, com base em varios estudos prospectivos
longitudinais disponiveis, segundo os quais a obesidade frequentemente precede e
predispde para a intolerancia a glucose (Wilding e Williams, 1998), pode especular-se
que a deposicao de gordura corporal leva a alteracbes metabdlicas significativas que
induzem uma diminuicao da accao da HISS e da sensibilidade a insulina pds-prandial.

Tanto a adiposidade corporal (total), como a dos depodsitos abdominais (peri-
renal, peri-entérico e epididimal), aumentaram com a duracao da dieta lipidica, sendo
que em todos os casos estudados a massa gorda estava associada a uma acentuada
insulinorresisténcia, a qual € essencialmente devida ao decréscimo de accao da via da
HISS, conforme anteriormente discutido e evidenciado pelas figuras 5.8 e 5.9. Estes
resultados estao na linha de observacdes anteriores, efectuadas por outros grupos e que
referem uma associacdo da adiposidade e conteldo lipidico intramiocelular com a
insulinorresisténcia, tanto em humanos (Lindmark et al., 2005), como em modelos

animais (Korach-Andre et al., 2005).

219



Capitulo 5
Dieta lipidica e insulinorresisténcia p6s-prandial

Diversos outros estudos suportam também o envolvimento da gordura visceral
e/ou abdominal no processo de insulinorresisténcia relacionado com a obesidade
(Lindmark et al., 2005; Pitombo et al., 2006), tendo sido ainda observado que a
remocao de depdsitos de gordura visceral melhora a condicao de insulinorresisténcia em
modelos animais de obesidade (Barzilai et al., 1999; Pitombo et al., 2006). Nestas
experiéncias, os autores observaram que a remocao cirlrgica de massa gorda visceral
(epididimal e peri-renal) melhora os niveis circulantes de adipocitocinas, diminuindo as
pro-inflamatérias (TNF-o, IL-1B e IL-6) e aumentando a adiponectina, ao mesmo tempo
que melhora a condicao de insulinorresisténcia em ratos alimentados com dieta lipidica
(Pitombo et al., 2006). Estes resultados sugiram um papel especifico da adiposidade
visceral, tendo em conta que diferentes adiposidades podem ter diferentes funcoes
enddcrinas e metabdlicas, porém, uma vez que nao foi feita a reducao da adiposidade
nao visceral, ndo é possivel assegurar que as melhorias com a diminuicdo da visceral nao
sao o reflexo da reducao da adiposidade corporal total.

Com efeito, os nossos estudos revelaram que o aumento da adiposidade
abdominal no total se correlaciona com o aumento da massa gorda corporal (figura 5.7),
sugerindo que a dieta rica em lipidos utilizada nao induz o aumento de adiposidade num
local ou orgao especifico no rato, mas sim um aumento generalizado. Esta observacao é
semelhante as publicadas por outros autores (Korach-Andre et al., 2005).
Adicionalmente, os nossos resultados mostram que a forte correlacao entre a
adiposidade e a insulinorresisténcia pos-prandial esta associada essencialmente ao
decréscimo da accdo da via da HISS. Deste modo, o desenvolvimento da
insulinorresisténcia dependente da HISS e, consequentemente, da insulinorresisténcia
pos-prandial total, ndo parece estar associado com a deposicao de lipidos (gordura) num
local especifico, visceral ou abdominal, mas antes com o aumento generalizado da

massa adiposa.
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A técnica de impedancia bioeléctrica utilizada para medir a massa gorda
corporal total ndao permite distinguir a acumulacao lipidica em células de musculo da
acumulacao em adipdcitos. No entanto, nestas experiéncias mediu-se também a massa
acumulada em depositos de tecido adiposo abdominal. Embora alguns autores refiram a
importancia da acumulacdao lipidica intramiocelular no desenvolvimento da
insulinorresisténcia associada a obesidade (Kuhlmann et al., 2003), observou-se no
presente estudo que a adiposidade corporal total e abdominal estao correlacionadas,
sugerindo que o efeito nocivo da dieta rica em lipidos nao se deve primordialmente a
sua acumulacdo, nem intramiocelular, nem intra-abdominal, para esta duracao de
dieta. Com efeito, segundo Korach-André e colaboradores, os niveis de lipidos
intramiocelulares e a adiposidade visceral induzidos por uma dieta rica em lipidos estdo
correlacionados (Korach-Andre et al., 2005), excluindo o papel central da adiposidade
visceral no processo de insulinorresisténcia. Estas observacées permitem de certa forma
explicar a inexisténcia de alteracdes na expressao genética para adipocitocinas no
tecido adiposo visceral, em animais com insulinorresisténcia induzida por uma dieta rica
em lipidos (Bergman et al., 2007). De facto, recorrendo a uma dieta hiperlipidica com
6-12 semanas de duracdo, Bergman e colaboradores nao observaram quaisquer
alteracées no metabolismo das adipocitocinas, apesar do aumento da adiposidade e do
decréscimo da sensibilidade a insulina (Bergman et al., 2007), sugerindo que o papel da
adiposidade visceral e das adipocitocinas no mecanismo de insulinorresisténcia apenas
sera visivel numa condicao de obesidade a longo prazo, quando a inflamacao se tornar
preponderante. Assim, uma vez que no presente trabalho se recorreu a uma dieta
lipidica de apenas 4 semanas, nao seria de esperar alteracdes significativas no
metabolismo das adipocitocinas provenientes do tecido adiposo visceral, sugerindo que
estas nao estdo envolvidas nas alteracées da accao da insulina dependente da HISS a
curto prazo, embora possam ser relevantes na progressao para a diabetes, associada a

condicao de obesidade induzida por dietas de duracao mais longa.
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Uma vez que a adiposidade corporal esta correlacionada com a abdominal
visceral e esta com a concentracao intramiocelular de lipidos, parece poder concluir-se
uma vez mais que os efeitos nocivos da dieta rica em lipidos, nomeadamente na
insulinorresisténcia pos-prandial, resulta do aumento da adiposidade em geral e nao da

acumulacao lipidica num local especifico.

A dieta lipidica, a insulinorresisténcia e o glutationo hepatico

A accdo da insulina dependente da HISS esta associada a activacao dos nervos
parassimpaticos hepaticos e consequente sintese de “NO no figado (Xie e Lautt, 1996b;
Sadri e Lautt, 1999), mas requer também a elevacao dos niveis de glutationo hepatico,
como acontece a seguir a uma refeicao (Guarino et al., 2003; Guarino e Macedo, 2006).

Embora nao se conheca exactamente o papel do glutationo hepatico na via da
HISS, sabe-se que é um intermediario essencial para a libertacao da HISS e que a sua
deplecao origina uma condicao de insulinorresisténcia, a qual é devida a inibicao da via
da HISS (Guarino et al., 2003). Mais ainda, estudos também desenvolvidos pelo nosso
grupo, sugerem que com a administracao de glutationo juntamente com um dador de
*NO a ratos em jejum, estado em que a via da HISS esta inactiva, € possivel potenciar a
sensibilidade a insulina, a qual aumenta para valores proximos do observado no estado
pos-prandial (Guarino e Macedo, 2006). A relevancia do glutationo na diminuicao da
sensibilidade a insulina causada por dietas ricas em lipidos € ainda demonstrada por
publicacdes de outros grupos, as quais sugerem que uma dieta rica em lipidos induz um
aumento consideravel do stress oxidativo (Carmiel-Haggai et al., 2005; Milagro et al.,
2006; Roberts et al., 2006), o qual podera ocorrer por um processo que envolve a

deplecao de glutationo (Carmiel-Haggai et al., 2005), devido a sua conhecida accao
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antioxidante '. Contudo, ficou ainda por esclarecer se este estado de stress oxidativo
induzido pela deplecao de glutationo esta directamente associado ao decréscimo da
sensibilidade a insulina.

Assim, foi avaliada a concentracao de glutationo no seu principal “reservatorio”,
o figado, ja que uma diminuicao dos niveis de glutationo hepatico poderia levar ndo sé a
um estado de stress oxidativo exacerbado, mas também explicar a diminuicao de accao
da via da HISS e, por conseguinte, explicar a insulinorresisténcia pos-prandial observada
nos animais alimentados com dieta lipidica. Porém, os resultados aqui descritos indicam
que o decréscimo de glutationo hepatico nao acompanha a acentuada resisténcia a
insulina observada ap6s 1 semana de dieta lipidica (HFD-1) e agravada as 4 semanas
(HFD-4), uma vez que a diferenca de concentracao de glutationo observada entre
animais controlo (STD) e animais alimentados com dieta lipidica € minima (-15 %,
p<0.05), ndo havendo diferencas entre o grupo HFD-1 e o grupo HFD-4. Estes resultados
sugerem que a diminuicdo da concentracao de glutationo hepatico nao esta
directamente envolvida na progressao da insulinorresisténcia com o aumento da duracao
da dieta lipidica. Com efeito, em estudos anteriormente efectuados pelo nosso grupo,
observou-se que uma diminuicao da sensibilidade a insulina de 39.1 % era conseguida
com uma deplecao de 49.2 % dos niveis de glutationo no figado (Guarino et al., 2003),
enquanto que no presente estudo a sensibilidade a insulina decresceu cerca de 41 %,
com a concentracao de glutationo hepatico a diminuir apenas 15 %, sugerindo uma fraca
associacao entre a insulinorresisténcia a insulina causada pela dieta rica em lipidos e a
diminuicao do glutationo hepatico. No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade de
este decréscimo estar associado a uma reducao da accao da insulina dependente da via

da HSS na primeira semana de dieta lipidica.

! Adicionalmente, trabalhos realizados por Paolisso e colaboradores em individuos diabéticos revelaram que
a administracao iv de GSH induziu um aumento significativo da captacao de glucose insulinodependente
(Paolisso et al., 1992a; Paolisso et al., 1992b).
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Embora estes dados ndao permitam descartar a possibilidade da duracao da dieta
lipidica originar um estado de stress oxidativo crescente, pode concluir-se que, caso
haja aumento do stress oxidativo, este ocorre por um mecanismo que nao parece
envolver a deplecao de glutationo e que nao afecta directamente a sensibilidade a
insulina pos-prandial, mas para o qual podera contribuir. Assim, a deficiéncia ao nivel
da accao da HISS, observada nos animais alimentados com a dieta lipidica, parece
dever-se maioritariamente a problemas no eixo parassimpatico-°NO, cuja activacao é

também essencial para a potenciacao da accao da insulina.

Obesidade induzida pela dieta lipidica e disfuncdo parassimpdtica

Sendo a funcao parassimpatica hepatica essencial para a accao da insulina no
estado pos-prandial, alteracées na via parassimpatico-°NO podem originar uma condicao
de insulinorresisténcia pos-prandial (Xie e Lautt, 1996a; Xie e Lautt, 1996b; Sadri e
Lautt, 1999; Moore et al., 2002; Afonso et al., 2007b; Ribeiro et al., 2007). Estudos
publicados por outros grupos tém sugerido a existéncia de uma associacao entre a
obesidade e disfuncdes do sistema nervoso parassimpatico (Peterson et al., 1988; Teff e
Townsend, 1999; Lindmark et al., 2005; Tentolouris et al., 2006). Apesar de nao ter
sido referida especificidade tecidular para essas disfuncdes parassimpaticas, o figado
parece ser um dos orgaos afectados (Teff e Townsend, 1999), o que podera explicar o
decréscimo da accao da HISS, ja que esta depende dos nervos parassimpaticos
hepaticos. A obesidade tem sido relacionada com desequilibrios entre os sistemas
nervosos simpatico e parassimpatico, causados por um aumento do ténus simpatico
(Landsberg, 2001; Lindmark et al., 2005; Tentolouris et al., 2006) e consequente
decréscimo da actividade parassimpatica (Van Vliet et al., 1995; Lindmark et al., 2005).

Alguns autores tém sugerido que o aumento da actividade simpatica observado

na obesidade ocorre por um processo que parece envolver o aumento dos niveis de
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acidos gordos nao esterificados libertados dos adipocitos viscerais directamente sobre o
figado, pela circulacdo portal (Large e Arner, 1998; Benthem et al., 2000; Landsberg,
2001). Por outro lado, o sistema nervoso simpatico pode induzir um acréscimo do fluxo
de acidos gordos livres para o figado e outros tecidos sensiveis a insulina, o que parece
ocorrer por potenciacao da lipdlise via activacao B-adrenérgica em depdsitos de tecido
adiposo, nomeadamente visceral (Bergman et al., 2007), perpetuando os efeitos
deletérios da activacao simpatica e acidos gordos livres na accdo da insulina. Embora no
presente trabalho ndo se tenha medido e alguns autores ndao observem diferencas nos
acidos gordos livres plasmaticos com a dieta lipidica (Pagliassotti et al., 2000; Korach-
Andre et al., 2005), outros tém observado um aumento dos niveis de acidos livres
plasmaticos induzido pela dieta rica em lipidos (Large e Arner, 1998; Bergman et al.,
2007; Dhalla et al., 2007). O eventual aumento na concentracao plasmatica de acidos
gordos nao esterificados provenientes principalmente do tecido adiposo visceral e a sua
relacdo com a exacerbada actividade do sistema nervoso simpatico (Tentolouris et al.,
2006), podem estar associados a reducao da actividade parassimpatica. Este défice de
actividade parassimpatica leva ao decréscimo de accdo da via da HISS, constituindo
assim uma explicacdo para a insulinorresisténcia pos-prandial observada nos animais
alimentados com a dieta rica em lipidos. Apesar desta afirmacdao parecer algo
especulativa, ela é suportada pela existéncia de uma associacao entre o sistema
nervoso parassimpatico, a massa adiposa visceral e o figado, conforme sugerido por
Fliers e colaboradores (Fliers et al., 2003), bem como por observacdes de que a
atenuacao da actividade parassimpatica induzem insulinorresisténcia (Xie e Lautt,
1996a; Takayama et al., 2001; Bartness, 2002; Kreier et al., 2002; Moore et al., 2002;
Ribeiro et al., 2002; Ribeiro et al., 2007).

Adicionalmente, a acetilcolina e o *NO sao intermediarios essenciais da via da
HISS, resultando directamente da actividade parassimpatica (Guarino et al., 2004), pelo

que a diminuicao funcional de um dos dois resulta em insulinorresisténcia dependente
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da HISS (Xie e Lautt, 1996a; Sadri e Lautt, 1999; Guarino et al., 2003; Guarino et al.,
2004). Assim, as recentes publicacdes referindo uma reduzida activacao do enzima
sintase do °NO pela acetilcolina em modelos animais de obesidade induzida por dietas
lipidicas (Zecchin et al., 2007), bem como diversas anormalidades relacionadas com o
‘NO nestes animais (Du et al., 2006; Erdei et al., 2006), sao também consistentes com
os resultados aqui apresentados.

Em conclusdao, a alimentacdo de animais com dieta rica em lipidos induz
insulinorresisténcia pos-prandial, a qual é significativa logo apds 1 semana de dieta e
progride com a duracdo desta. Esta insulinorresisténcia nao pode ser explicada pela
diminuicdo da accao da insulina per se (independente da HISS), uma vez que esta
componente estava inalterada apds 1 semana de dieta e decresce apenas ligeiramente
ao fim de 4 semanas. A componente de accao da insulina dependente da HISS, por outro
lado, foi severamente afectada pela dieta rica em lipidos, decrescendo cerca de 65 %
apds 1 semana e passando a ser praticamente inexistente apds 4 semanas de dieta. Os
efeitos da dieta lipidica na sensibilidade a insulina poés-prandial sdao muito mais
pronunciados na componente de accao da insulina dependente da HISS, sendo que
precedem o decréscimo de accao da insulina per se. O grau de obesidade apresentou
uma significativa correlacdo com a accao da HISS, assim como com a accao da insulina
pos-prandial total. Os dados aqui apresentados nao sugerem um efeito especifico de
nenhuma adiposidade regional, uma vez que a adiposidade abdominal estava
correlacionada com a adiposidade corporal e as correlacbes de ambas com a
sensibilidade a insulina foram igualmente fortes para a adiposidade corporal e para a
adiposidade da regiao abdominal, ao longo de 4 semanas de dieta.

A obesidade induzida por uma dieta rica em lipidos leva a um declineo
progressivo da sensibilidade a insulina dependente da HISS, o que resulta na

insulinorresisténcia pos-prandial, que parece preceder a diabetes franca.

226



6. A INSULINORRESISTENCIA POS-PRANDIAL EM
RATOS ZUCKER OBESOS ESTA ASSOCIADA A
DIMINUICAO DE AMBAS AS COMPONENTES

DE ACCAO DA INSULINA



Capitulo 6
Obesidade genética e insulinorresisténcia pos-prandial

228



Ricardo A. Afonso
Dissertacao de Doutoramento

6. A INSULINORRESISTENCIA POS-PRANDIAL EM RATOS ZUCKER
OBESOS ESTA ASSOCIADA A DIMINUICAO DE AMBAS AS

COMPONENTES DE ACCAO DA INSULINA

6.1. INTRODUGAO E OBJECTIVOS

A obesidade como resultado de factores genéticos esta presente em varias
estirpes de roedores (Bray et al., 1970), sendo o rato Zucker obeso (Fatty, OZR) um dos
modelos mais estudados. Este € um modelo genético autossomico recessivo (genotipo
fa/fa) de obesidade, que apresenta uma mutacao no receptor da leptina, a qual parece
ser responsavel pela hiperfagia e adiposidade nestes animais (Kemmer et al., 1979;
Fruhbeck, 1999; Ceddia et al., 2002). O aumento de adiposidade, evidenciado por
hipertrofia dos adipdcitos, inicia-se na primeira semana de vida (Boulange et al., 1979)
e progride para obesidade marcada apds o desmame, um processo que precede a
hiperfagia (Boulange et al., 1979). A partir das 3 semanas de idade, os OZR apresentam
também hiperinsulinémia e insulinorresisténcia (Kemmer et al., 1979; Ceddia et al.,
2002; Durham e Truett, 2006).

Uma vez que este modelo de obesidade esta ainda associado a disfuncdes do
sistema nervoso parassimpatico (Peterson et al., 1988; Teff e Townsend, 1999;
Lindmark et al., 2005) e também do "NO (Squadrito et al., 1993; Morley e Mattammal,
1996), tais alteracoes poderao afectar a accao da insulina dependente da HISS, a qual é
activada no poés-prandial, via nervos parassimpaticos hepaticos (Xie e Lautt, 1996a; Xie
e Lautt, 1996b) e cuja sintese depende do *NO no figado (Sadri e Lautt, 1999).

O processo de envelhecimento é também acompanhado por uma deterioracao da

da sensibilidade a insulina, tanto em animais (Goodman e Ruderman, 1979; Goodman et
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al., 1983; Narimiya et al., 1984; Escriva et al., 2007; Gupte et al., 2008), como em
humanos (Fink et al., 1983; Solomon et al., 2008). Estudos realizados pelo nosso grupo
em modelos animais sugerem que a insulinorresisténcia envolve um compromisso
acentuado da componente de accao da insulina dependente da HISS (Lautt et al., 2008;
Ribeiro et al., 2008). Adicionalmente, tém sido publicados estudos que relacionam a
disfuncao autondémica com o envelhecimento (Phillips e Powley, 2007; Lee et al., 2008),
0 que pode estar relacionado com uma reduzida accao da insulina dependente da HISS
(Ribeiro et al., 2008). Uma vez que os ratos Zucker geneticamente obesos (OZR)
apresentam uma insulinorresisténcia que varia com a idade (Apweiler e Freund, 1993;
Korach-Andre et al., 2005; Durham e Truett, 2006), sera interessante comparar o
contributo da HISS para a sensibilidade a insulina em OZR jovens e velhos.

O presente estudo teve como principal objectivo a caracterizacao da via da HISS
nos ratos Zucker de 9 e 52 semanas, em particular nos ratos obesos (OZR),
nomeadamente através da manipulacao dos nervos parassimpaticos e da sintese de *NO
hepatico. A hipotese testada foi a de que a componente de accao da insulina
dependente da HISS esta comprometida neste modelo genético de obesidade (OZR), o
que contribui para o estado de insulinorresisténcia pos-prandial nestes animais. Testou-
se também a hipotese de que nos ratos nao obesos (LZR) a accao da insulina
dependente da HISS diminui com a idade (9 vs 52 semanas), sendo que nos OZR essa

diminuicao é menor, uma vez que a HISS estaria ja afectada as 9 semanas de idade.
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6.2. PROTOCOLOS

Nestas experiéncias estudou-se a sensibilidade a insulina pos-prandial em ratos
Zucker obesos (OZR, n=20), por comparacao com 0s seus controlos ndo-obesos (LZR,
n=24), as 9 e 52 semanas de idade. Para o efeito, desenvolveram-se dois protocolos
experimentais, ambos no estado pds-prandial (18 h de jejum, seguido de 1 h de acesso a
comida). Todos os animais foram testados sob anestesia e os procedimentos cirirgicos
foram os previamente descritos para o modelo agudo (capitulo 3.4).

No primeiro protocolo, apds efectuar um RIST controlo, inibiu-se a via de accao
da insulina dependente da HISS por administracao de atropina (3 mg/kg, iv) e, em
seguida, realizou-se um segundo RIST (RIST pds-atropina).

No segundo protocolo, apenas foram utilizados ratos OZR e LZR com 9 semanas
de idade e a cirurgia incluiu a cateterizacao da veia porta (seccao 3.4.2.3). Apds a
realizacao do RIST controlo, inibiu-se a via da HISS por administracao de L-NMMA (0.73
mg/kg, ipv) e efectuou-se o RIST pos-L-NMMA. Em seguida, para testar se o defeito na
via da HISS se devia a diminuicao da sintese de *NO, administrou-se o dador de “NO SIN-1
(5 mg/kg, ipv) e realizou-se o RIST po6s-SIN-1.

Colheram-se ainda amostras de figado de LZR e OZR de 9 (LZR, n=8; OZR, n=12)
e 52 (LZR, n=9; OZR, n=7) semanas de idade, no estado pos-prandial, especificamente

para quantificacao do glutationo por HPLC, como descrito na seccao 3.11.2.
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6.3. RESULTADOS

6.3.1. MASSA CORPORAL (PESO) E PRESSAO ARTERIAL MEDIA

Os ratos obesos (OZR) eram significativamente mais pesados do que os seus
controlos nao obesos (LZR), tanto as 9 semanas (OZR, 341.7+10.0 g, n=24; LZR,
272.1+6.4 g de peso; n=22; p<0.001), como as 52 semanas (OZR, 606.4+19.8 g, n=15;
LZR, 507.145.1 g, n=19; p<0.001) de idade. Observou-se também um aumento
significativo de peso em ambas as estirpes entre as 9 e as 52 semanas de idade

(p<0.001).

A pressao arterial média basal era semelhante entre LZR (103.6+2.9 mmHg,
n=14) e OZR (110.243.9 mmHg) com 9 semanas de idade, nao se observando alteracées
significativas da pressao no inicio dos RISTs pos-atropina (LZR, 100.8+5.1 mmHg, n=6;
OZR, 108.3+6.0 mmHg, n=6) e pos-L.-NMMA (LZR, 99.4+3.3 mmHg, n=8; OZR, 107.8+4.4
mmHg, n=6), relativamente aos valores basais. No entanto, aquando do inicio do RIST
pos-SIN-1, a pressao arterial média era significativamente mais baixa do que no basal e
no pos-L-NMMA, tanto nos LZR (79.8+7.8 mmHg; p<0.01 vs basal; p<0.05 vs pos-L-
NMMA), como nos OZR (72.6+4.2 mmHg; p<0.001 vs basal e pds-L.-NMMA), ndo havendo
diferencas entre as duas estirpes.

As 52 semanas de idade, a pressao arterial média era também semelhante entre
LZR (87.8+2.6 mmHg, n=10) e OZR (89.2+6.4 mmHg, n=8), mas significativamente mais
baixa do que nos ratos jovens-adultos (9 vs 52 semanas de idade: LZR, p<0.01; OZR,
p<0.05). A administracdo de atropina nao induziu alteracdes significativas na pressao

arterial média (LZR, 84.2+4.6 mmHg; OZR, 91.6+5.1 mmHg).
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6.3.2. GLICEMIA E INSULINEMIA

Nos ratos com 9 semanas de idade, submetidos ao protocolo da atropina, nao
havia diferencas significativas em termos de glicémia pos-prandial basal (LZR, 107.7+4.3
mg/dl, n=6; OZR, 113.3+3.5 mg/dl, n=6), sendo que estes valores nao eram diferentes
no inicio do RIST péds-atropina (LZR, 100.0+2.1 mg/dl; OZR, 110.7+9.0 mg/dl). Nos
animais com 52 semanas de idade ndo se observaram alteracdes significativas da
glicémia basal relativamente aos animais com 9 semanas (LZR, 103.8+3.5 mg/dl, n=10;
OZR, 100.4+4.9 mg/dl, n=8). De igual forma, a atropina também n&o afectou a glicémia
nestes animais (LZR, 100.4+2.1 mg/dl; OZR, 103.5+3.8 mg/dl).

No protocolo de inibicao do NOS hepatico, realizado nos ratos com 9 semanas de
idade, a glicémia basal também n&o foi significativamente diferente entre as duas
estirpes (LZR, 110.6+2.8, n=8; OZR, 118.4+2.4 mg/dl, n=6). A glicémia nao variou apos
a L-NMMA (LZR, 114.4+3.9 mg/dl; OZR, 114.2+1.9 mg/dl). Embora pareca haver uma
tendéncia para aumento da glicémia apo6s a administracao do SIN-1, o valor de glicémia
no inicio do RIST po6s-SIN-1 ndo é diferente do controlo ou do pos-L-NMMA (LZR,
119.1+7.6 mg/dl; OZR, 116.3£12.7 mg/dl).

A insulinémia pos-prandial basal, medida por RIA nos ratos com 9 semanas de
idade, encontrava-se elevada nos ratos obesos (OZR, 18.6x2.0 ng/ml, n=5)

comparativamente aos seus controlos nao-obesos (LZR, 1.1£0.1 ng/ml, n=4; p<0.001).

6.3.3. CONCENTRACAO DE GLUTATIONO HEPATICO

Os niveis de glutationo hepatico na forma reduzida (GSH), essenciais para a
accao da via da HISS e consequentemente para a accao total da insulina no pos-

prandial, estavam significativamente diminuidos nos ratos obesos (OZR) de 9 semanas
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(4.8+0.1 mmol/g de figado, n=12) em comparacao com os animais nao obesos (LZR) com
a mesma idade (5.9+0.2 mmol/g de figado, n=8; p<0.001). As 52 semanas de idade os
OZR também apresentavam uma concentracao de GSH hepatico (3.7+0.2 mmol/g de
figado, n=7) inferior a observada nos LZR (5.6+0.2 mmol/g de figado, n=9; p<0.001). A
concentracao de GSH hepatico decresceu nos OZR das 9 para as 52 semanas (p<0.001),
mas nos LZR a diferenca nao foi estatisticamente significativa, como se pode ver na

figura 6.1.
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*#p<0.01 e **p<0.001, vs grupo LZR 9 semanas; °p<0.05 e *¥p<0.001, vs grupo LZR 52 semanas;

#p<0.001, vs grupo OZR 9 semanas (teste one-way ANOVA, seguido de teste de Tuckey-Kramer).
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Por seu lado, os niveis de glutationo na forma oxidada (GSSG), quantificados nas
mesmas amostras, nao variaram entre OZR e LZR, nem as 9 (OZR, 152.2+15.0 umol/g de
figado; LZR, 134.4+23.1 umol/g de figado) nem as 52 (OZR, 100.4+19.7 umol/g de
figado; LZR, 126.2+12.3 umol/g de figado) semanas de idade (figura 6.1).

Finalmente, a razao GSH/GSSG, calculada a partir das concentracoes hepaticas
de GSH e GSSG (figura 6.1), diferiu apenas nos animais com 9 semanas de idade (OZR,
29.743.5; LZR, 50.3%11.3; p<0.05), nado variando relativamente aos restantes grupos

(OZR e LZR de 52 semanas, 34.815.7 e 45.843.6, respectivamente).

6.3.4. ESTUDO DA SENSIBILIDADE A INSULINA DEPENDENTE E INDEPENDENTE DA HISS EM

RATOS ZUCKER DE 9 E 52 SEMANAS

6.3.4.1. Efeito da administracao de atropina na sensibilidade a insulina

pos-prandial em ratos Zucker com 9 semanas de idade

Na figura 6.2 apresentam-se os perfis dinamicos da accao da insulina pos-
prandial total (RIST controlo), bem como os perfis de accao da insulina obtidos apo6s
administracao de atropina (independente da HISS) e dependente da via da HISS.

O perfil de accao da insulina pos-prandial total, dado pelo RIST controlo,
encontrava-se fortemente alterado nos ratos obesos de 9 semanas (OZR) relativamente
aos controlos ndao obesos (LZR, figura 6.2). A magnitude do pico de accao da insulina
durante o RIST controlo nos OZR (5.440.5 mg glucose.kg™.min.™", n=6) foi cerca de 1/3
da observada para os LZR (14.8+1.4 mg glucose.kg”.min.™", n=6; p<0.001), sendo que a
duracado do RIST controlo também foi significativamente menor nos OZR (21.7+2.5 min)

do que nos LZR (38.1+2.1 min; p<0.001) (tabela Xl).
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Figura 6.2: Perfis dinamicos dos RISTs controlo (accdo total da insulina), pés-atropina (insulina per se) e
da acgdo da HISS, em ratos Zucker obesos (OZR, n=6) e ndo obesos (LZR, n=6) com 9 semanas de idade.
A accédo da HISS (a preto) para os LZR (B) e OZR (D) foi obtida por subtraccao dos perfis do RIST controlo (a
azul) pelos do RIST pos-atropina (a vermelho) nos graficos (A) e (C), respectivamente. Como se pode ver,
tanto a accao da insulina per se (pos-atropina) como a via da HISS estdao afectadas nos OZR. RIST, teste
rapido de sensibilidade a insulina; HISS, substancia hepatica sensibilizadora da insulina.

A curva de accao da insulina independente da HISS (RIST pos-atropina, figura
6.2) também se encontrava afectada nos ratos obesos, tanto no que respeita a
magnitude (OZR, 4.1+0.3 mg glucose.kg'.min.™"; LZR, 10.0+1.1 mg glucose.kg”.min.”;
p<0.001), como a duracao do pico (OZR, 16.2+1.7 min; LZR, 34.2+2.6 min; p<0.001) do

RIST pos-atropina (tabela XI).
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Finalmente, as alteracdes no perfil de accao da insulina dependente da via da
HISS observadas neste modelo de obesidade (figura 6.2) sdao semelhantes as descritas
para a componente independente da HISS. Com efeito, apesar do inicio de accao da
insulina (“onset”) nao ser diferente entre OZR (7.7£2.0 min) e LZR (6.9+1.2 min), a
duracao da accao da HISS nos OZR (13.1+1.8 min) é cerca de metade da observada nos
LZR (26.4£3.4 min; p<0.001), o mesmo sucedendo com a magnitude do pico de accao da
insulina dependente da HISS (OZR, 3.4+0.9 mg glucose.kg”'.min.”; LZR, 7.0+1.3 mg

glucose.kg™.min.”"; p<0.001). Estes dados s&o apresentados na tabela XI.

Tabela XI - Parametros médios dos perfis dos RISTs controlo, pos-atropina (independente da HISS)
e de accao da HISS, em ratos Zucker obesos (OZR, n=6) e nao obesos (LZR, n=6) de 9 semanas de
idade. Os OZR apresentam alteracdes pronunciadas nas curvas de accao da insulina total,
dependente e independente da HISS. RIST, teste rapido de sensibilidade a insulina. HISS,
substancia hepatica sensibilizadora da insulina. Resultados sao média + SEM.

LZR OZR

(9 semanas) (9 semanas)

Magnitude do pico 14.8+1.4 5.4:0.5 2
(mg glucose.kg™.min.™)
RIST controlo
Momento do pico (min) 15.1+1.1 8.5+1.6°
Duracao (min) 38.1+2.1 21.7+¢2.5°
Magnitude do pico 10.021.1 4.1:0.3°
RIST pos- (mg glucose.kg".min.™)
atropina Momento do pico (min) 13.5+1.8 6.6£1.4°¢
Duragao (min) 34.2+2.6 16.2+1.7 °
ITCIO ds accao 6.9+1.2 7.7+2.0
(“onset”, min)
Magnitude do pico 7.0¢1.3 3.450.9 €
(mg glucose.kg™'.min.™)
Accao da HISS
Momento do pico (min) 15.6x1.7 12.4+0.7
Fim da accao 33.442.7 21.4+2.6 "
(“offset”, min)
Duragao (min) 26.4+3.4 13.1+1.8°

3 p<0.001; ® p<0.01; € p<0.05 (OZR vs LZR). Teste t-student.
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A partir das areas sob as curvas representadas na figura 6.2, quantificaram-se os
respectivos RIST index, os quais sao apresentados na figura 6.3. Como se pode observar,
as 9 semanas de idade os ratos obesos (OZR) apresentavam uma sensibilidade a insulina
pos-prandial total (RIST index controlo, 73.7+14.2 mg glucose/kg bw, n=6)
significativamente inferior a dos animais controlo (LZR, 289.2+24.7 mg glucose/kg bw,
n=6; p<0.001). A accao da insulina independente da HISS, obtida por bloqueio dos
nervos parassimpaticos (RIST index pos-atropina), foi também menor nos OZR (39.3%3.5
mg glucose/kg bw) do que nos LZR (173.3£20.5 mg glucose/kg bw, n=6; p<0.001).

De igual modo, os OZR apresentavam também um pronunciado decréscimo na
componente de accao da insulina dependente da via da HISS (34.4+£12.8 mg glucose/kg
bw, n=6) em comparacao com os LZR (115.9£19.4 mg glucose/kg bw, n=6; p<0.01),

como se pode observar na figura 6.3.
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Figura 6.3: Sensibilidade a insulina p6s-prandial em ratos Zucker obesos (OZR) e ndo obesos (LZR), com
9 semanas de idade. Os ratos obesos (OZR, n=6) sao insulinorresistentes relativamente aos controlos (LZR,
n=6). Ambas as componentes de accao da insulina, a dependente (a branco) e a independente (RIST pos-
atropina, a tracejado) da via da HISS, encontram-se diminuidas nos OZR. A accdo total da insulina (RIST
controlo) é dada pela soma das duas componentes (soma das por¢des a tracejado e a branco). HISS,
substancia hepatica sensibilizadora da insulina. RIST, teste rapido de sensibilidade a insulina. Os resultados
sdo médiatSEM. ***p<0.001 relativamente ao total e a componente da HISS; **p<0.01 relativamente a
componente independente da HISS. Teste t-student.
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Uma observacao interessante é que, nos ratos obesos de 9 semanas, ambas as
componentes de accdo da insulina (dependente e independente da HISS) estao
diminuidas na mesma proporcao (figura 6.4). De facto, a contribuicdo da via da HISS
para a accao total da insulina, dada pela percentagem de inibicao obtida por
administracao de atropina (figura 6.4), foi semelhante para os OZR (41.3£8.0 %) e LZR
(40.146.5 %). A contribuicao da componente independente da HISS foi também idéntica

nos dois grupos (OZR, 58.8+8.0 %; LZR, 59.946.5 %).
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Figura 6.4: Percentagem de contribuicdo da accdo da substancia hepatica sensibilizadora da insulina
(HISS) para a acgao total da insulina em ratos Zucker obesos (OZR) e ndo obesos (LZR) de 9 semanas de
idade. A HISS contribui para a accdo da insulina pds-prandial (total) na mesma proporcao em OZR (n=6) e
LZR (n=6), sugerindo que nos OZR ambas as componentes de accao da insulina (dependente e independente
da HISS) estao diminuidas. Os resultados sao a média + SEM. Teste t-student.

Assim, as 9 semanas de idade, a insulinorresisténcia pos-prandial observada nos
ratos Zucker obesos (OZR) parece dever-se ao decréscimo de ambas as componentes de

accao da insulina, as quais sao afectadas na mesma proporcao.
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6.3.4.2. Efeito da administracdo de atropina na sensibilidade a insulina

pos-prandial em ratos Zucker com 52 semanas de idade

Tal como nos ratos jovens, também nos Zucker de 52 semanas se observou que
os obesos (OZR) apresentavam perfis de accao da insulina (total, dependente ou
independente da HISS) diminuidos em relacdo aos nao obesos (LZR) com a mesma idade.
Estes resultados apresentam-se na figura 6.5.

Analisando os perfis dos RISTs controlo (figura 6.5), observa-se que os OZR
apresentam uma magnitude do pico do RIST (5.1+0.5 mg glucose.kg™.min.”", n=8)
reduzida relativamente aos LZR (9.5+0.5 mg glucose.kg'.min.”", n=10; p<0.001), o
mesmo acontecendo com a duracao do RIST controlo (OZR, 25.8+1.3 min; LZR, 34.1+0.8
min; p<0.001) (tabela XII).

O RIST pods-atropina (figura 6.5), que representa a sensibilidade a insulina
independente da HISS, também apresentou um pico e uma duracao diminuidos nos OZR
(3.740.4 mg glucose.kg'.min." e 21.6+1.4 min) em relacdo aos LZR (7.0+0.4 mg
glucose.kg™.min.™" e 29.6+2.6 min; p<0.001), como se pode ver na tabela XII.

Finalmente, a curva de accao da insulina dependente da via da HISS (figura 6.5)
seguia a mesma tendéncia do controlo e do pos-atropina: os OZR de 52 semanas
apresentavam uma curva de accao da via da HISS com menor magnitude (2.7+0.4 mg
glucose.kg”'.min.") e menor duracio (18.4+1.8 min) do que os LZR (4.8+0.4 mg
glucose.kg”.min.”", p<0.01; 24.6+1.8 min, p<0.05). A tabela XII apresenta os dados das

curvas dinamicas dos perfis de accdo da insulina.
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Figura 6.5: Perfis de accao da insulina total (RIST controlo), dependente da HISS e independente da
HISS (RIST poés-atropina), em ratos Zucker obesos (OZR) e nado obesos (LZR), de 52 semanas de idade.
Também com esta idade as curvas de accao da insulina nos OZR parecem comprometidas relativamente aos
LZR, embora nestes animais a sensibilidade a insulina tenha sido afectada pelo envelhecimento. A accao da
HISS nos graficos (B) e (D) foi obtida por subtraccdo do perfil do RIST controlo (a azul) pelo RIST pds-
atropina (a vermelho) nos graficos (A) e (C), respectivamente. RIST, teste rapido de sensibilidade a
insulina; HISS, substancia hepatica sensibilizadora da insulina.
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Tabela XII - Parametros médios dos perfis de accao da insulina total (RIST controlo), dependente
da HISS e independente da HISS (RIST pods-atropina), em ratos Zucker obesos (OZR, n=8) e nao
obesos (LZR, n=10) de 52 semanas de idade. A diminuicao dos parametros das curvas de accao da
insulina nos OZR relativamente aos LZR mantém-se as 52 semanas de idade, sendo que nos LZR a
accdo da insulina é afectada com o envelhecimento. RIST, teste rapido de sensibilidade a
insulina. HISS, substancia hepatica sensibilizadora da insulina. Os resultados sao média + SEM.

LZR OZR

(52 semanas) (52 semanas)

Magnitude do pico 9.5:0.5 5.120.5 °
(mg glucose.kg™.min.™)
RIST controlo | ento do pico (min) 13.240.5 10.30.8 °
Duracédo (min) 34.1+0.8 25.8+1.3°
Magnitude do pico 7.0:0.4 3.7:0.4 2
RIST pos- (mg glucose.kg™.min.™)
atropina Momento do pico (min) 14.410.5 9.0£1.0°
Duracgao (min) 29.6+2.6 21.6+1.4°
Inicio de accao 8.2:0.9 7.5£0.9
(“onset”, min)
Magnitude do pico 4.8+0.4 2.740.4°
(mg glucose.kg™.min.™)
Accao daHIsS |\ mento do pico (min) 13.1£1.1 12.6+1.5
Fim da accao a
(“offset”, min) 32.7+0.9 26.1+1.3
Duracao (min) 24.6+1.8 18.4+1.8 €

3 p<0.001; ® p<0.01; € p<0.05 (OZR vs LZR). Teste t-student.

A quantificacdo dos RISTs index controlo e pds-atropina nos ratos Zucker de 52
semanas levou a conclusdes semelhantes. Também as 52 semanas, os OZR apresentavam
um RIST index controlo (80.1+6.9 mg glucose/kg bw, n=8) significativamente inferior
(p<0.001) ao dos LZR (173.0£10.9 mg glucose/kg bw, n=10), confirmando a
insulinorresisténcia pos-prandial marcada neste modelo genético de obesidade (figura

6.6).
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O RIST index pos-atropina também era inferior nos OZR (51.0+5.8 mg glucose/kg
bw) do que nos LZR (116.8+7.7 mg glucose/kg bw; p<0.001) de 52 semanas (figura 6.6).

No entanto, e ao contrario de acontecia as 9 semanas de idade, a accao da
insulina dependente da HISS nao era estatisticamente diferente entre os OZR (29.1+5.1
mg glucose/kg bw) e os LZR (57.3£11.4 mg glucose/kg bw) de 52 semanas de idade,

apesar da tendéncia para que tal ocorra, como se pode ver na figura 6.6.
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Figura 6.6: Sensibilidade a insulina (RIST index) p6s-prandial, dependente e independente da HISS, em
ratos Zucker obesos (OZR) e ndo obesos (LZR) com 52 semanas de idade. As 52 semanas de idade, a
componente de accdo da insulina independente da HISS (insulina per se, a tracejado) € menor nos ratos
obesos (OZR, n=8) do que nos ratos nao obesos (LZR, n=10). Embora nao haja diferencas significativas na
componente dependente da HISS (a branco), esta também parece diminuir. A sensibilidade a insulina pos-
prandial total (soma das porcoes dos graficos a branco e a tracejado) também esta diminuida nos OZR. HISS,
substancia hepatica sensibilizadora da insulina. Os resultados sao a média + SEM. ***p<0.001, em relacdo a
accao da insulina total e independente da HISS (OZR vs LZR). Teste t-student.

A semelhanca do que acontecia as 9 semanas de idade, as 52 semanas também nao
se observa diferenca entre a percentagem de inibicao induzida pela atropina em OZR
(36.0+6.1 %) e LZR (31.5%4.7 %) (figura 6.7). A componente independente da HISS

representava 64.0+6.1 % (OZR) e 68.5+4.7 % (LZR) da accdo total da insulina, nao

243



Capitulo 6
Obesidade genética e insulinorresisténcia pos-prandial

havendo diferenca entre as duas estirpes. No entanto, como se pode observar na figura
6.7, nos LZR de 52 semanas a componente independente da HISS tem uma maior
preponderancia para a accao total da insulina do que a componente da HISS,

aparentemente por um decréscimo desta.

s 3 Componente
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g = independente da HISS
L 3 754
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"_3 2 50
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SY 251
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Figura 6.7: Percentagem de contribuicdo das duas componentes (dependente e independente da HISS)
para a ac¢do da insulina pds-prandial em ratos Zucker obesos (OZR) e ndo obesos (LZR) com 52 semanas
de idade. A contribuicado de ambas as componentes para a accdo pos-prandial (total) da insulina é
semelhante entre OZR (n=8) e LZR (n=10) de 52 semanas. No entanto, em ambos os grupos de animais a
componente independente da HISS tem um peso maior na accao total da insulina. HISS, substancia hepatica
sensibilizadora da insulina. Os resultados sao a média + SEM. **p<0.01, componente dependente vs
componente independente da HISS nos OZR. Testes t-student.

As 52 semanas de idade os ratos obesos (OZR) sdo insulinorresistentes em
comparacao com os animais nao obesos (LZR). Esta diferenca na sensibilidade a insulina
entre OZR e LZR parece dever-se ao compromisso de ambas as componentes de accao

da insulina, parecendo contudo haver uma maior contribuicao da insulina per se.
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6.3.4.3. Efeito da idade na sensibilidade a insulina nos ratos Zucker:

comparacao entre as 9 e as 52 semanas de idade

A figura 6.8 estabelece a comparacao entre ratos jovens-adultos (9 semanas de
idade) e ratos velhos (52 semanas de idade), relativamente a cada uma das
componentes de accao da insulina (dependente e independente da HISS).

No caso dos animais obesos (OZR), nenhuma das componentes de accao da
insulina se altera entre as 9 e as 52 semanas, o0 mesmo acontecendo com a sensibilidade
total a insulina pos-prandial (RIST index controlo) (figura 6.8).

Em contraste, nos ratos nao obesos (LZR) o RIST index controlo (figuras 6.3 e
6.6) decresceu de 289.2424.7 mg glucose/kg bw para 173.0+£10.9 mg glucose/kg bw
(p<0.001) entre as 9 e as 52 semanas de idade, o que representa uma reducao no RIST
index controlo de cerca de 40 %. A accdo da insulina independente da HISS também
diminuiu significativamente (cerca de 33 %; p<0.01) das 9 para as 52 semanas, 0 mesmo
acontecendo com a accao da insulina dependente da via da HISS, a qual foi também
significativamente (p<0.05) menor nos LZR de 52 semanas do que nos LZR de 9 semanas
de idade, traduzindo-se a diferenca numa reducao de cerca de 50 % (figura 6.8).

Outra observacao interessante é que as 52 semanas de idade, a componente de
accao da insulina dependente da HISS nos LZR é semelhante (p>0.05) a componente da

HISS nos ratos OZR de 9 semanas (figura 6.8).
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Figura 6.8: O envelhecimento afecta ambas as componentes de acgdo da insulina nos ratos Zucker nao
obesos (LZR), mas ndo nos ratos obesos (OZR). (A) Accao da insulina per se (independente da HISS) e (B)
accao da insulina dependente da HISS, em ratos Zucker de 9 (n=12) e 52 semanas (n=18). HISS, substancia
hepatica sensibilizadora da insulina. Resultados sao média + SEM. *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 vs LZR 9
semanas; $p<0.001 vs LZR 52 semanas. Teste one-way ANOVA, seguido de teste de Tukey-Kramer.

O envelhecimento reduz consideravelmente a sensibilidade a insulina pos-
prandial nos LZR devido a diminuicao de ambas as componentes de accao da insulina e
agrava a insulinorresisténcia nos OZR, embora nestes Ultimos nao altere

significativamente a componente da HISS, a qual ja se encontrava inibida as 9 semanas.
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6.3.5. EFEITO DA ADMINISTRACAO DE SIN-1 NA RESISTENCIA A INSULINA POS-PRANDIAL

INDUZIDA POR L-NMMA EM RATOS ZUCKER

Os resultados obtidos por inibicaio do NOS hepatico, conseguido pela
administracao ipv de L-NMMA aos ratos Zucker (LZR e OZR) de 9 semanas, sao
semelhantes aos do protocolo de administracao de atropina. O RIST index controlo nos
OZR foi de 79.3+1.6 mg glucose/kg bw (n=6), significativamente inferior ao observado
nos LZR (277.7£9.4 mg glucose/kg bw, n=8; p<0.001), como se pode ver na figura 6.9.

Apds administracao ipv de L-NMMA, isto &, apos inibicao da sintese de °‘NO
hepatico, a sensibilidade a insulina (RIST index pos-L-NMMA)  diminuiu
significativamente, tanto nos LZR (148.6+11.8 mg glucose/kg bw, n=8; p<0.001), como
nos OZR (41.315.6 mg glucose/kg bw, n=6; p<0.001), sendo no entanto superior nos LZR
(p<0.001) (figura 6.9). Uma vez que o RIST index pos-L-NMMA (figura 6.9) e o RIST index
pos atropina (figura 6.3) nos ratos de 9 semanas sao semelhantes, confirma-se uma vez
mais que ambos os procedimentos bloqueiam a via da HISS, sugerindo que a componente
independente da HISS esta diminuida neste modelo de obesidade.

Analogamente, a via de accao da insulina dependente da HISS, aqui calculada
por subtraccao do RIST index pos-L-NMMA ao controlo, estava também comprometida
nos ratos obesos (OZR, 38.0+5.0 mg glucose/kg bw) relativamente aos nao obesos (LZR
(129.1+10.5 mg glucose/kg bw; p<0.001). A percentagem de inibicdao da sensibilidade a
insulina induzida pela L-NMMA e correspondente a contribuicao da via da HISS para a
accao total da insulina, foi idéntica nas duas estirpes (OZR, 48.3+6.6 %; LZR, 46.6+3.9
%), assim como a contribuicao da insulina per se (OZR, 51.7+6.6 %; LZR, 53.4+3.9 %), a
semelhanca do obtido no protocolo da atropina.

A subsequente administracdo ipv de SIN-1, um dador de °NO, reverteu a
resisténcia a insulina induzida pela L-NMMA (RIST index pds SIN-1) para valores idénticos

aos controlo, mas apenas nos ratos nao obesos (LZR, 247.2+21.1 mg glucose/kg bw;
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p<0.001 vs L-NMMA). Com efeito, como se pode observar nas figuras 6.9 e 6.10, o SIN-1
nao s6 nao recuperou como ainda agravou a resisténcia a insulina nos OZR (RIST index

pos-SIN-1, 23.0+2.3 mg glucose/kg bw; p<0.05 vs pds-L-NMMA; p<0.001 vs controlo).
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Figura 6.9: Efeito da manipulagdo da sintese de monodxido de azoto (6xido nitrico, *NO) hepatico na
sensibilidade a insulina (RIST index) de ratos Zucker obesos (OZR) e ndo obesos (LZR), com 9 semanas
de idade. A sensibilidade a insulina pos-prandial (controlo, a branco) é inibida pela L-NMMA (0.73 mg/kg,
ipv; a tracejado); o SIN-1 (5 mg/kg, ipv; a preto) aumenta a sensibilidade a insulina para valores proximos
do controlo nos LZR (A), mas agrava a insulinorresisténcia nos OZR (B). Os RISTs index controlo, pos-L-NMMA
e pos-SIN-1 foram significativamente (p<0.001) maiores nos LZR (A) do que nos OZR (B). O dador de °*NO
SIN-1 reverte a insulinorresisténcia induzida pela inibicao da sintese de *NO hepatico (L-NMMA) em LZR (A),
mas é ineficaz nos ratos obesos (OZR, B) de 9 semanas. Os resultados sao média + SEM. *p<0.05 em relacao
ao grupo L-NMMA (em B). ***p<0.001 em relacao ao grupo controlo (em A e B) e ao grupo SIN-1 (em A).
Teste repeated measures ANOVA, seguido de teste Tukey-Kramer.

0 SIN-1 reduziu a sensibilidade a insulina pos-L.-NMMA em 16.0+8.4 mg glucose/kg
bw nos OZR, o que se traduz numa inibicao (recuperacao negativa) de 29.8+18.0 % do

RIST index pos-L-NMMA. Por outro lado, nos LZR, o SIN-1 induziu um aumento de
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103.2+27.4 mg glucose/kg bw na sensibilidade a insulina, o que representa uma

percentagem de recuperacao de 89.3+6.5 % do RIST index controlo (figura 6.10).
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Figura 6.10: Percentagem de recuperacdo da sensibilidade a insulina induzida pelo dador de *NO SIN-1,
apos inibicdao da sintese de *NO hepatico pela L-NMMA. O SIN-1 (5 mg/kg, ipv) reverte a resisténcia a
insulina induzida pela L-NMMA (0.73 mg/kg, ipv) em ratos Zucker nao obesos (LZR, a branco), mas é ineficaz
nos ratos obesos (OZR, a tracejado) com 9 semanas de idade. *NO, mondxido de azoto (Oxido nitrico).
***p<0.001 em relacado ao grupo LZR (teste t-student).

Estes resultados sugerem que o problema da insulinorresisténcia dependente da
HISS nos OZR nao se deve a baixos niveis de *NO no figado, mas sim noutro ponto da via

da HISS.
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6.4. DISCUSSAO

O objectivo destas experiéncias foi caracterizar as duas componentes de accao
da insulina (dependente e independente da HISS) num modelo genético de obesidade - o
rato Zucker (OZR). Estes resultados sugerem que os OZR apresentam uma
insulinorresisténcia pos-prandial causada por igual decréscimo na accao de ambas as
componentes. A deficiéncia metabodlica na via da HISS parece estar localizada a jusante
da estimulacao parassimpatica hepatica e da sintese de "NO, parecendo ser comum as

duas componentes de accao da insulina.

Consideracoes metodologicas

A inibicao da accao da insulina dependente da HISS em ratos Zucker foi feita por
dois procedimentos experimentais distintos: administracao de atropina e administracao
de L-NMMA. No entanto, o uso de L-NMMA teve ainda o propodsito de testar se a
deficiente accdao da HISS se devia a uma insuficiente producdo de °‘NO hepatico.
Também com este objectivo, administrou-se SIN-1, um dador de ‘NO previamente
descrito como o que melhor mimetiza a sintese de ‘NO enddgeno (Schrammel et al.,
1998) e que é capaz de potenciar a accao da HISS em animais com inibicao do
parassimpatico ou do NOS hepatico (Sadri e Lautt, 1999). A administracao de L-NMMA e
SIN-1 foi efectuada como previamente descrito (Sadri e Lautt, 1999; Guarino et al.,
2003). A administracao ipv de SIN-1 provocou um decréscimo na pressao arterial média,
que se manteve abaixo do basal durante o RIST pds-SIN-1. No entanto, o efeito
vasodilatador do SIN-1 nao parece afectar a sensibilidade a insulina, uma vez que
experiéncias realizadas pelo nosso grupo e o de Lautt demonstraram que a
administracao deste farmaco por via iv nao alterava a sensibilidade a insulina, apesar do

decréscimo da pressao arterial (Sadri e Lautt, 1999; Guarino et al., 2003).
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A insulinorresisténcia nos ratos Zucker obesos (OZR)

De acordo com os resultados aqui apresentados a accao perfiférica da insulina
esta significativamente diminuida nos OZR em comparacao com os seus controlos nao
obesos, LZR. Com efeito, os OZR apresentam um défice de sensibilidade a insulina de
cerca de 75 % relativamente aos LZR, o que esta em concordancia com estudos
anteriores, tanto em ratos como em humanos (Kemmer et al., 1979; Penicaud et al.,
1987; Brozinick et al., 1994; Young e Leighton, 1998; Zhou et al., 1999; Ceddia et al.,
2002). Adicionalmente, estudos efectuados por Patarrao e Macedo (observacdes nao
publicadas) mostraram que em voluntarios humanos com excesso de peso (IMC de
27.7+0.4 kg/m*) ha também uma diminuicao da sensibilidade a insulina pds-prandial de
aproximadamente 57 % relativamente a individuos ndo obesos (IMC de 22.7+1.1 kg/m?).

No estado de jejum a contribuicdo da HISS para a accdao da insulina é
praticamente nula, pelo que a distribuicao de glucose insulinodependente é feita
apenas por accao da componente da insulina per se, isto €, independente da HISS (Lautt
et al., 2001). Desta forma, uma vez que a maioria dos estudos relacionados com a
determinacao da sensibilidade a insulina in vivo no modelo OZR foram realizados no
estado de jejum (Penicaud et al., 1987), apenas se referem a componente de accao da
insulina independente da HISS, a qual o nosso estudo revelou estar também afectada.

Noutros modelos animais de insulinorresisténcia testados pelo nosso grupo, tais
como o rato espontaneamente hipertenso (SHR) (Afonso et al., 2004; Ribeiro et al.,
2007), ratos com dieta rica em sacarose (Ribeiro et al., 2005) ou ratos com dieta rica
em lipidos (capitulo 5), observou-se que o decréscimo da sensibilidade a insulina é
devido maioritariamente a uma accao deficiente da componente dependente da HISS.

Porém, no modelo genético de obesidade aqui estudado (OZR), observou-se que o
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compromisso da accao da insulina dependente da via da HISS é acompanhado por um

decréscimo proporcional da componente independente da HISS.

Papel do glutationo hepdtico e do stress oxidativo na

insulinorresisténcia em OZR

Varios autores tém sugerido que a condicdo de obesidade, em particular neste
modelo genético (OZR), é acompanhada por um aumento do stress oxidativo (Laight et
al., 1999; Soltys et al., 2001; Bloch-Damti e Bashan, 2005; Houstis et al., 2006), o que
parece influenciar a sensibilidade a insulina (Laight et al., 1999; Bloch-Damti e Bashan,
2005; Houstis et al., 2006).

Estd também descrita a associacdo entre o estado de stress oxidativo e a
diminuicdo da concentracao intracelular de antioxidantes como o glutationo reduzido
(GSH) (Murrant e Reid, 2001; Soltys et al., 2001), sendo inclusive a quantificacao de
GSH e/ou da sua oxidacdo (GSSG) uma das abordagens possiveis para avaliar o estado
oxidativo da célula (Murrant e Reid, 2001; Katz, 2007).

Soltys e colaboradores observaram que os niveis de glutationo hepatico
diminuiam cerca de 24 % nos OZR em relacao aos LZR, o que, de acordo com estes
autores, é indicativo de stress oxidativo (Koneru et al., 1995; Soltys et al., 2001). Por
outro lado, os niveis de GSH hepatico sdo também importantes para a accao da insulina
no estado pods-prandial, uma vez que o GSH hepatico é essencial para a accao da
insulina dependente da HISS (Guarino et al., 2003). De acordo com os resultados aqui
apresentados, a concentracao de GSH hepatico era cerca de 20 % mais baixa nos OZR,
sendo que a razdao GSH/GSSG também estava diminuida (~48 %). O decréscimo dos niveis
de GSH hepatico pode explicar parcialmente a reducao da accado da insulina dependente

da HISS nos OZR, apesar do compromisso da accao da HISS nos OZR ser muito mais
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pronunciado (-75 %) do que a diminuicdo do GSH hepatico (-20 %). No entanto, o
decréscimo dos niveis de GSH hepatico nao explica o porqué da diminuicdao da accao da
insulina independente da HISS nos OZR nem o porqué dessa diminuicdo ser idéntica a
diminuicao da HISS. Contudo, nao se pode descartar a possibilidade do estado oxidativo
nestes animais ser generalizado e do stress oxidativo, por exemplo ao nivel do misculo

esquelético, estar na génese da insulinorresisténcia nos OZR.

Papel do eixo parassimpatico-°NO hepdtico na insulinorresisténcia dos OZR

A disfuncao parassimpatica esta normalmente associada a condicao de obesidade
(Peterson et al., 1988), podendo explicar em certos casos a resisténcia a insulina
dependente da HISS, conforme discutido no capitulo transacto. Contudo, apesar dessa
disfuncao parassimpatica poder contribuir para o decréscimo da via da HISS, nao
permite explicar o motivo pelo qual a componente de accao da insulina independente
da HISS é também afectada nos OZR. Tem sido sugerido que a diminuicao do toénus
parassimpatico pode levar a diminuicdo da secrecao de insulina (Teff e Townsend,
1999). Tal é bastante controverso, uma vez que o decréscimo da secrecao de insulina
induzido pela atropina parece estar atenuado em sujeitos obesos (Teff e Townsend,
1999), o que é consistente com deficiéncias do parassimpatico nesses individuos. Por
outro lado, nos estudos descritos no capitulo 5 desta dissertacdao, observou-se que a
administracao de atropina, efectuada cerca de 2 h apds a refeicdo, nao altera a
insulinémia pos-prandial basal, isto €, a insulinémia aumenta em resposta a ingestao de
comida e ndao diminui com a posterior administracao de atropina. Para além disso,
apesar das disfuncées do parassimpatico, o modelo genético de obesidade discutido
neste capitulo (OZR) tem sido descrito como hiperinsulinémico (Kemmer et al., 1979),

tendo-se observado no presente trabalho que a insulinémia poés-prandial nos OZR é
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cerca de 17 vezes superior a dos ratos nao obesos (LZR), o que é consistente com a
literatura (Friedman et al., 1991). Finalmente, neste caso avaliou-se a accao da insulina
exogena (administrada) e observou-se uma diminuicao do aporte periférico de glucose,
sugerindo que o principal defeito nos OZR nado diz respeito a producao de insulina, mas
sim a sua accao periférica.

A sintese hepatica de *NO é também importante para a via da HISS e de facto,
estudos efectuados pelo nosso grupo (Fernandes, 2007) sugerem que a actividade do
NOS no figado de OZR estd diminuida em cerca de 56 % relativamente aos LZR, a
semelhanca do que tem sido observado noutros tecidos, como o fundo gastrico, sistema
nervoso central ou mUsculo esquelético (Morley e Mattammal, 1996; Young e Leighton,
1998). No entanto, os resultados aqui apresentados sugerem que o defeito metabdlico
que afecta a accao da insulina dependente da via da HISS nao reside na sintese de *NO
hepatico, uma vez que a administracao ipv do dador de °*NO SIN-1 foi incapaz de
reverter a resisténcia a insulina nos OZR, ao contrario do que aconteceu com os LZR.
Mesmo estando a sintese de *NO diminuida nos OZR, a administracao de *NO no figado
nao potenciou a sensibilidade a insulina nestes animais, excluindo a baixa producao de
‘NO hepatico como causa primaria da insulinorresisténcia observada. Adicionalmente, o
decréscimo de actividade do enzima NOS e da concentracao de “NO no figado afectaria
apenas ou maioritariamente a componente de accao da insulina dependente da HISS e
nao a componente independente, a qual também se observou estar comprometida e
exactamente na mesma proporcao.

Assim, a observacao de que o decréscimo das duas componentes de accdo da
insulina é semelhante (70-75 %) sugere que a deficiéncia na accao da insulina se situa a
jusante quer da secrecao de insulina, quer da activacao dos nervos parassimpaticos
hepaticos e sintese de ‘NO, localizando-se provavelmente num ponto metabolico comum

as componentes dependente e independente da HISS.
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Decréscimo de ambas as componentes de accdo da insulina em OZR

- uma deficiéncia metabdlica comum

O OZR é um modelo animal caracterizado por deficiéncias no receptor da leptina
(Kemmer et al., 1979; Fruhbeck, 1999; Ceddia et al., 2002). Em condicdes fisioldgicas,
a leptina inibe a secrecao de insulina (Zhao et al., 1998) e estimula a libertacao
endotelial de *NO (Fruhbeck, 1999; Vecchione et al., 2002), no que parece ser um
mecanismo compensatorio do efeito simpato-excitatorio induzido pela leptina
(Fruhbeck, 1999). Neste modelo de obesidade, a deficiéncia na accao da leptina pode
resultar numa reduzida producdo de °‘NO, o que permite explicar o decréscimo da
sensibilidade a insulina dependente da HISS, mas ndo da independente. Estas
deficiéncias no metabolismo da leptina ndo parecem ser responsaveis pela reduzida
accao da componente independente da HISS que ocorre nos OZR, ja que uma das
principais consequéncias da deficiente accao da leptina € a sobreproducao de insulina,
resultando em hiperinsulinémia, também observada no presente estudo. Para além
disso, outros autores mostraram que a leptina pode nao ter um efeito directo no aporte
de glucose no musculo esquelético do rato (Zierath et al., 1998). Desta forma, apesar
do papel da leptina na obesidade e insulinorresisténcia associada seja merecedor de um
estudo mais aprofundado, deficiéncias ao nivel do metabolismo desta hormona nao
explicam, por si so, a insulinorresisténcia nos OZR (dependente + independente da
HISS).

O musculo esquelético parece ser o tecido primariamente afectado pela
insulinorresisténcia nos OZR (Kemmer et al., 1979; Brozinick et al., 1994; Shulman,
2000) e, apesar da razdo gordura/musculo esquelético estar aumentada nos OZR, o
musculo esquelético continua a ser o principal orgao captador de glucose (Kemmer et

al., 1979; Kuhlmann et al., 2003). Deste modo, anomalias ao nivel do musculo
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esquelético irao necessariamente reflectir-se no aporte total de glucose estimulado pela
insulina.

A existéncia de deficiéncias na accao da insulina no musculo esquelético de ratos
Zucker obesos (OZR) é suportada por diversos estudos in vitro, nos quais se observaram
falhas no aporte de glucose estimulado pela insulina e que podem explicar a
insulinorresisténcia dependente e independente da HISS. Alguns dos defeitos sugeridos
por outros autores incluem uma baixa taxa de ligacao da insulina ao seu receptor
membranar (Crettaz e Jeanrenaud, 1980; Karakash e Jeanrenaud, 1983) ou anomalias
na sua via de transducao de sinal, apds a ligacao ao receptor (Crettaz e Jeanrenaud,
1980; Sherman et al., 1988; King et al., 1992; Brozinick et al., 1994; Anai et al., 1998;
Zhou et al., 1999; Ivy, 2004), nomeadamente ao nivel das proteinas transportadoras de
glucose dependentes da insulina (GLUT4) (King et al., 1992; Brozinick et al., 1994; Ivy,
2004).

Em situacdo normal, a ligacdo da insulina ao seu receptor induz a fosforilacao
deste nos residuos de tirosina, o que permite a subsequente fosforilacdo (também em
residuos de tirosina) dos substratos do receptor de insulina (IRS) para prossecucdo da
cascata de sinalizacao (figuras 1.6 e 6.11). A fosforilacao da tirosina no receptor da
insulina e no IRS-1 parece estar diminuida no musculo esquelético de OZR (Zhou et al.,
1999), o que podera ter duas explicacoes. Com efeito, tal pode ocorrer por existir uma
actividade exacerbada do enzima proteina-tirosina fosfatase transmembranar, o qual
desfosforila os residuos de tirosina do receptor da insulina e do IRS-1, impedindo a
transducao do sinal (Ahmad e Goldstein, 1995; Kulas et al., 1995); por outro lado, no
mUsculo esquelético de OZR parece haver uma excessiva fosforilacdo de residuos de
serina/treonina, quer do receptor, quer do IRS-1 (Zhou et al., 1999), o que inibe a
funcao fosforilativa do proprio receptor da insulina e impede a fosforilacdo adequada
(de residuos de tirosina) dos IRS-1 e IRS-2, os quais nao se ligam ao 3-fosfatidilinositol

cinase (PI3K) (Tanti et al., 1994; Zhou et al., 1999; Shulman, 2000). Em ambos os casos,
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a ligacdo dos IRS ao PI3K é afectada, sendo que alguns autores observaram uma
diminuicao na propria expressao e actividade deste enzima em OZR (Anai et al., 1998)

(figura 6.11).
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Figura 6.11: Deficiéncias na via de sinalizacdo da insulina que conduz a translocacdo de GLUT4, em
ratos Zucker obesos (OZR). A preto, representacdo da cascata de sinalizacao da insulina, iniciada pela
ligacdo ao seu receptor e subsequente cascata de fosforilacdo de residuos de tirosina (Tyr), conducente a
translocacao dos transportadores de glucose tipo 4 (GLUT4) e aumento do aporte de glucose, numa célula
do musculo esquelético. A vermelho estao representadas algumas das alteracoes descritas em ratos Zucker
obesos (OZR) e que interferem com a via de transducdo de sinal da insulina, nomeadamente a fosforilacao
dos residuos de serina/treonina (Ser/Tre) do substrato do receptor da insulina-1 (IRS-1) e do proprio
receptor de insulina; a desfosforilacao dos residuos de Tyr pelo enzima tyr fosfatase esta também descrita
nestes animais. P, grupo fosfato; PI3K, 3-fosfatidilinositol cinase.
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Estas ou outras alteracdes na via de transducao de sinal da insulina resultam
necessariamente numa interrupcao ou diminuicao de actividade da mesma (Thirone et
al., 2006), originando uma menor translocacdao dos GLUT4 no musculo esquelético, o
que parece ocorrer nos OZR (Crettaz e Jeanrenaud, 1980; Sherman et al., 1988; King et
al., 1992; Brozinick et al., 1994; Zhou et al., 1999; Ivy, 2004). De facto, apesar de
alguns autores referirem um decréscimo da quantidade de GLUT4 no pool intracelular
(Brozinick et al., 1994), o foco tem sido dado a deficiente translocacao destes
transportadores (King et al., 1992; lvy, 2004), originando um decréscimo da sua
concentracdo na membrana plasmatica (Brozinick et al., 1994) e consequente
diminuicao do aporte de glucose, como representado na figura 6.11.

As alteracoes existentes na translocacao dos GLUT4 no musculo esquelético de
OZR podem afectar nao apenas a accao da insulina per se (independente da HISS), mas
também a componente de accao da insulina dependente da HISS, uma vez que esta
potencia o aporte de glucose especificamente no muisculo esquelético (Xie e Lautt,
1996b). Apesar do mecanismo pelo qual a via da HISS promove a captacao de glucose
nao ser ainda conhecido, este hipoteticamente devera envolver a translocacdo de
GLUT4 para a membrana, ja que sdo estes os Unicos transportadores de glucose
insulinodependentes presentes no musculo esquelético e cuja translocacao aumenta do
jejum para o pos-prandial, com a ligacdo da insulina (Watson e Pessin, 2001; Brozinick
et al., 2007; Katz, 2007). Assim, quer a HISS exerca a sua accao por interaccao directa
com o receptor da insulina, iniciando desta forma a cascata de sinalizacao da insulina,
quer se ligue ao seu proprio receptor, a inducao do aporte de glucose induzida por
accao da HISS deve envolver a translocacao dos GLUT4 para a membrana. Apesar de
especulativo, este parece ser um passo essencial da via de transducao de sinal da
insulina no qual pode ocorrer a confluéncia com a via da HISS e que, caso seja inibido,
ira afectar igualmente a accao da HISS e da insulina per se. Deste modo, uma vez que a

ligacdo da insulina e a translocacdo dos GLUT4 estao diminuidos nos OZR, nem a insulina
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per se nem a HISS sdo capazes de induzir um aporte de glucose apropriado no estado
pos-prandial. Com base nos nossos resultados, nos OZR ambas as componentes estdao
afectadas e exactamente na mesma proporcao, o que parece ser explicado por a sua
alteracao resultar de um defeito comum as duas vias, o que aparentemente acontece no
mUsculo esquelético. A elucidacdo destas questdes requer a realizacao de estudos
adicionais, como por exemplo estudos de captacao de glucose e de medicao da via de

sinalizacao da insulina no musculo esquelético de OZR.

Envelhecimento e insulinorresisténcia nos ratos Zucker

As experiéncias realizadas em ratos Zucker com 1 ano (52 semanas) de idade,
por comparacao com as 9 semanas de idade, tiveram dois objectivos: o primeiro era
estudar a evolucao da insulinorresisténcia numa condicao de obesidade a longo prazo; o
segundo objectivo era estudar como € que o envelhecimento em condicdes fisioldgicas
(ratos nao obesos, LZR) afecta a sensibilidade a insulina, em particular da componente
dependente da HISS.

Relativamente a sensibilidade a insulina pos-prandial total em animais nao
obesos (LZR), os resultados obtidos ao fim de 1 ano sao consistentes com os descritos na
literatura relativamente ao envelhecimento (Goodman et al., 1983; Escriva et al., 1997;
Escriva et al., 2007; Lautt et al., 2008). Em certos modelos animais ndo patologicos, a
diminuicao marcada da sensibilidade a insulina ocorre durante a adolescéncia, até as 16
semanas, mantendo-se inalterada a partir das 24 semanas pelo menos até as 96 semanas
de idade (Goodman et al., 1983), pelo que a escolha das idades, 9 semanas (jovens) e
52 semanas (velhos), parece adequada.

Os nossos resultados mostram que a sensibilidade total a insulina no estado pos-

prandial (RIST index controlo) em ratos velhos é cerca de 40 % inferior a dos ratos
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jovens, sendo que ambas as componentes de accao da insulina diminuem com a idade.
Com efeito a accao da insulina per se (componente independente da HISS) diminuiu
cerca de 33 %, enquanto que a componente de accao da insulina dependente da HISS, a
qual actua especificamente no musculo esquelético, esta diminuida em 50 % (figura
6.8). Curiosamente, segundo Narimiya e colaboradores, a accao da insulina em ratos de
52 semanas € cerca de 50 % da observada as 6 semanas de idade, sendo que este
declinio parece estar associado a reducao da accao da insulina especificamente no
musculo esquelético solear (Narimiya et al., 1984). Observacoes semelhantes foram
também recentemente obtidas por Lautt e colaboradores (Lautt et al., 2008) em ratos
Sprague-Dawley (modelo nao patolégico), nos quais o envelhecimento até as 52 semanas
induziu uma insulinorresisténcia pos-prandial marcada (~55 % de decréscimo) e em que
ambas as componentes de accao da insulina sao afectadas, embora a da via da HISS em
maior extensao (reducao de aproximadamente 35 %). Estudos realizados pelo nosso
grupo em ratos Wistar (ndao patoldgicos), revelaram uma diminuicao da accao total da
insulina com o envelhecimento muito semelhante ao observado nos LZR e nos Sprague-
Dawley (~55 %) (Ribeiro et al., 2008). No entanto, nos ratos Wistar a insulinorresisténcia
associada a idade deve-se inteiramente ao decréscimo da via da HISS (de cerca de 84
%), sem afectar significativamente a componente independente da HISS (Ribeiro et al.,
2008), enquanto que em LZR e Sprague-Dawley, ambas as componentes sao afectadas,
apesar da HISS o ser mais acentuadamente.

A insulinorresisténcia dependente da HISS parece evoluir com a idade nos LZR
para niveis semelhantes aos observados nos ratos obesos (OZR) logo as 9 semanas.

Nos OZR, o envelhecimento ndo induziu alteracdes significativas na sensibilidade
a insulina. Diversos autores tém sugerido a existéncia de uma insulinorresisténcia
marcada no musculo esquelético destes animais desde muito cedo (Crettaz e
Jeanrenaud, 1980; Grundleger et al., 1980; Penicaud et al., 1987; Korach-Andre et al.,

2005; Durham e Truett, 2006), a qual progride até as 9-13 semanas de idade e parece
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manter-se dai em diante (Apweiler e Freund, 1993; Korach-Andre et al., 2005). O facto
de as 9 semanas de idade os OZR apresentarem ja uma sensibilidade a insulina muito
diminuta explica a inexisténcia de diferencas significativas na sensibilidade a insulina

entre os OZR jovens (9 semanas) e velhos (52 semanas).

Em sintese, o modelo genético de obesidade estudado (OZR) apresenta uma
sensibilidade a insulina pos-prandial francamente comprometida, o que se deve a um
igual decréscimo de ambas as componentes de accao da insulina (dependente e
independente da HISS), sugerindo que os OZR apresentam um defeito metabdlico
comum as duas vias, o qual parece ser ao nivel do musculo esquelético. Nos ratos nao
obesos (LZR), ha uma diminuicdo da sensibilidade a insulina associada a idade,
provocada pelo decréscimo de ambas as componentes de accao da insulina, embora a
via da HISS seja a mais afectada. Nos OZR a insulinorresisténcia ndao se agrava das 9

para as 52 semanas.
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7. CONTRIBUTO DO COMPROMISSO DA ACCAO DA HISS PARA A
INSULINORRESISTENCIA POS-PRANDIAL NUM MODELO ANIMAL DE

DIABETES MELLITUS TIPO 2

7.1. INTRODUGAO E OBJECTIVOS

A obesidade e a insulinorresisténcia estao intimamente relacionadas, conforme
descrito por outros autores (Natali e Ferrannini, 2004; Martyn et al., 2008).
Adicionalmente, nos capitulos anteriores da presente dissertacao demonstrou-se que em
animais obesos a inibicao da via de ac¢ao da insulina dependente da HISS contribui, pelo
menos parcialmente, para a insulinorresisténcia pos-prandial (capitulos 5 e 6). Com
efeito, observou-se que a accao da insulina dependente da HISS estava comprometida,
tanto no modelo animal alimentado com uma dieta hiperlipidica (HFD, capitulo 5),
como no modelo de obesidade causada por mutacao do receptor da leptina obesos
(OZR, modelo patologico); note-se que no ultimo caso a componente de accao da
insulina independente da HISS também esta diminuida (capitulo 6). No entanto,
permanecia por esclarecer se e como é que a componente de accao da insulina
dependente da HISS é afectada em animais geneticamente predispostos para o
desenvolvimento ndo so de obesidade, mas também de diabetes mellitus tipo 2.

Deste modo, o principal objectivo do estudo apresentado neste capitulo foi
testar a hipotese de que a via da HISS esta comprometida num modelo animal de
obesidade e diabetes numa idade precoce. Estudou-se também o efeito de duas dietas
no desenvolvimento da insulinorresisténcia nesse modelo animal. Para isso recorreu-se
ao rato Zucker obeso e diabético (ZDF ou ZDF/Drt fa), um modelo animal de obesidade

e diabetes mellitus tipo 2, que surgiu no Ultimo quarto do século XX, a partir de um
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grupo de ratos Zucker obesos que desenvolveu espontaneamente caracteristicas
diabéticas (Clark et al., 1983). Estes ratos apresentam desde muito cedo uma condicao
de pré-diabetes, caracterizada por uma insulinorresisténcia marcada que precede a
hiperglicémia, a qual parece ser causada por uma descompensacao das células B-
pancreaticas (Orci et al., 1990). No entanto, o desenvolvimento da insulinorresisténcia
no estado pos-prandial, ao qual estdo associadas as primeiras e maiores complicacoes
pré-diabéticas (Hanefeld e Temelkova-Kurktschiev, 2002; Lautt, 2005), ndo esta
caracterizado em ratos ZDF.

Assim, avaliou-se a componente de accao da insulina dependente da HISS, que so
esta presente no estado pos-prandial, em ratos ZDF alimentados com dois tipos de

racao.
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7.2. PROTOCOLOS

Este estudo foi efectuado em ratos Zucker diabéticos (ZDF, n=16). Os ratos ZDF
foram divididos em 2 grupos, de acordo com a racao usada na sua alimentacao: grupo
ZDF Panlab (n=5), alimentado com a racao standard (Panlab A04, Panlab S.L., Espanha);
e grupo Purina (ZDF Purina, n=11), alimentado com a racao recomendada pelo
fornecedor dos ratos ZDF (Purina 5008, Laddiet, EUA). Como controlos, recorreu-se aos
ratos Zucker nao diabéticos e nao obesos, alimentados com racao Panlab (LZR, n=6).

Todos os animais foram testados sob anestesia e os procedimentos cirdrgicos
foram os previamente descritos para o modelo agudo (seccao 3.4).

Os testes de sensibilidade a insulina foram efectuados no estado pds-prandial,
conseguido através de um jejum de 18 h, seguido de 1 h de livre acesso a comida. Apds
o RIST controlo, administrou-se atropina (3 mg/kg, iv) para inibicao da via da HISS e
realizou-se um RIST pos-atropina (seccoes 3.13.1.3 e 3.14.2.2).

No final da experiéncia, realizou-se uma laparotomia e colheu-se o figado para
quantificacao do glutationo por HPLC (descricao na seccao 3.11.2). O glutationo
hepatico foi também quantificado (por HPLC) num grupo adicional de LZR e ZDF Purina

no estado pos-prandial, sem a realizacao de quaisquer procedimentos ou intervencées.
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7.3. RESULTADOS

7.3.1. MASSA CORPORAL (PESO) E PRESSAO ARTERIAL MEDIA

As 9 semanas de idade, a massa corporal dos ratos ZDF alimentados com racdo
Purina (291.3+2.7 g, n=11) era significativamente superior a dos ratos ZDF Panlab
(270.8+4.4 g, n=5; p<0.01) e a massa corporal dos controlos ndo obesos e nao diabéticos
(LZR, 258.5+5.3 g, n=14; p<0.001). A massa corporal de ZDF Panlab e LZR, ambos
alimentados com racao Panlab, nao foi estatisticamente diferente, sugerindo que a
alimentacao com Purina induz a condicao de obesidade a um ritmo mais acelerado do
que a racao Panlab.

A pressao arterial média no estado basal, imediatamente antes da realizacdo do
RIST controlo, era significativamente superior nos ratos ZDF, independentemente da
racao (ZDF Purina, 142.8+8.9 mmHg, n=6; ZDF Panlab, 143.0+4.0 mmHg, n=5), em
relacao aos LZR (105.5+6.9 mmHg, n=6; p<0.01). A pressao arterial média nao se
alterou apos a atropina, mantendo-se mais alta nos ZDF Purina (134.3+10.1 mmHg) e
nos ZDF Panlab (132.2+5.7 mmHg) do que nos LZR (100.8+5.1 mmHg; p<0.05). Nao

houve diferencas de pressao arterial média entre ZDF Purina e ZDF Panlab.

7.3.2. GLICEMIA

Como se pode ver na figura 7.1, ambos os grupos de ratos ZDF apresentavam
uma hiperglicémia marcada em relacao aos LZR. Contudo, foi também notdria a

diferenca entre ZDF Purina e ZDF Panlab.
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A glicémia basal pos-prandial estava elevada nos ratos ZDF Purina (201.4+12.9
mg/dl, n=6), em comparacao quer com os ZDF Panlab (156.5+10.0 mg/dl, n=5; p<0.05),
quer com os LZR (107.7+4.3 mg/dl, n=6; p<0.001 vs ZDF Purina, p<0.01 vs ZDF Panlab)
(figura 7.1).

Apos a atropina, a glicémia nédo se alterou, mantendo-se superior nos ZDF Purina
(199.2+£18.6 mg/dl), relativamente a ZDF Panlab (149.0+8.9 mg/dl; p<0.05) e a LZR

(100.0+2.1 mg/dl; p<0.001 vs ZDF Purina; p<0.01 vs ZDF Panlab) (figura 7.1).
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Figura 7.1: Glicémia pés-prandial em ratos Zucker diabéticos (ZDF) e ndo diabéticos (LZR). Os ratos
Zucker diabéticos (ZDF) apresentam-se hiperglicémicos relativamente aos controlos ndo diabéticos nao
obesos (LZR, n=6). A racdo Purina 5008 (Labdiet, EUA; ZDF Purina, n=6) agrava a condicdo de hiperglicémia
nos ZDF em comparacao com a racao Panlab A04 (Panlab S.L., Espanha; ZDF Panlab, n=5). Os resultados sao
médiatSEM. **p<0.01 e ***p<0.001 em relacdo aos grupos LZR (controlo e pos-atropina). *p<0.05 entre ZDF
Panlab e ZDF purina (controlo e pds-atropina). Teste t-student (controlo vs pos-atropina no mesmo grupo
de animais) e teste one-way ANOVA, seguido de teste de Tukey-Kramer, entre grupos de animais.

Os ratos diabéticos (ZDF) com 9 semanas de idade apresentam ja uma glicémia

elevada, agravada quando submetidos a uma alimentacao com racao Purina.
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7.3.3. CONCENTRAGAO DE GLUTATIONO HEPATICO NOS RATOS ZDF

Comparou-se a concentracao de GSH e GSSG, bem como a razdo destas
concentracdes (GSH/GSSG) entre os grupos ZDF (Purina e Panlab) e LZR, resultados
apresentados na figura 7.2.

A concentracao de glutationo pos-prandial nao foi diferente entre os grupos que
receberam atropina (GSH: ZDF Purina, 5.4+0.2 mmol/g de figado, n=6; LZR, 5.7+0.6
mmol/g de figado, n=6; GSSG: ZDF Purina, 233.3+#51.5 umol/g de figado; LZR,
128.1+£63.1 umol/g de figado) e os que foram testados no estado pods-prandial sem
receberem atropina (GSH: ZDF Purina, 5.2+0.2 mmol/g de figado, n=5; LZR, 5.9+0.2
mmol/g de figado, n=8; GSSG: ZDF Purina, 301.2+52.8 umol/g de figado; LZR,
134.4+23.1 umol/g de figado). A atropina ndo parece afectar os niveis de glutationo
hepatico no estado pos-prandial.

Na figura 7.2 apresenta-se uma comparacao dos niveis de glutationo hepatico
pos-prandial entre ratos ZDF Purina e LZR. A concentracao de GSH hepatico nao foi
estatisticamente diferente entre ratos ZDF Purina (5.2+0.2 mmol/g de figado, n=5) e
LZR (5.910.2 mmol/g de figado, n=8) (figura 7.2). Por outro lado, o GSSG hepatico
estava elevado nos ratos diabéticos (ZDF Purina, 301.2452.8 umol/g de figado)
relativamente aos animais controlo (LZR, 134.44+23.1 umol/g de figado; p<0.05). Quanto
a razdo GSH/GSSG, esta nao foi estatisticamente diferente entre ZDF Purina (27.1£5.4)
e LZR (50.3%11.3), apesar da tendéncia para diminuir nos ZDF Purina (figura 7.2).

Uma vez que a atropina ndo afecta os niveis de glutationo, nos ratos ZDF
alimentados com Panlab determinou-se a concentracao de glutationo hepatico apenas
no final da experiéncia, apos a realizacdo do RIST pos-atropina (GSH, 5.1+0.3 mmol/g
de figado; GSSG, 193.6+52.6 umol/g de figado; razao GSH/GSSG, 52.7+15.4; n=5)

(figura 7.2), a qual nao foi diferente da observada nos grupos ZDF Purina e LZR.
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Os niveis de glutationo hepatico ndao parecem estar significativamente alterados
nos ratos ZDF, apesar da alimentacao com Purina aumentar a oxidacao do glutationo

(GSSG) nos ZDF e parece tender a diminuir a razao GSH/GSSG.

=

KLZR
6 1 ZDF Panlab
p 2 EA ZDF Purina

GSH hepatico
(mmol/g)
S

(B)

GSSG hepético
(10 mmol/g)
g

Figura 7.2: Glutationo hepatico em ratos
Zucker diabéticos (ZDF) e nao diabéticos
(LZR, tracejado claro). (A) Glutationo reduzido
(GSH); (B) glutationo oxidado (GSSG); (C) razao
GSH/GSSG. Ha uma tendéncia para o aumento
754 do GSSG e reducao da razdo GSH/GSSG no
—|_ grupo alimentado com Purina (ZDF Purina,
tracejado escuro a direita), relativamente aos
grupos ZDF Panlab (sombreado) e LZR. Os
resultados sdo a média + SEM. *p<0.05, em
relacdo ao grupo LZR (teste one-way ANOVA,
seguido de teste de Tukey-Kramer).
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7.3.4. EFEITO DA RACAO NA SENSIBILIDADE A INSULINA POS-PRANDIAL EM RATOS ZDF

Na figura 7.3 apresentam-se os perfis total e de cada uma das componentes de

accao da insulina em ratos ZDF, alimentados com Purina ou com Panlab.
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Figura 7.3: Perfis dinamicos médios dos RISTs controlo, poés-atropina e da accdo da HISS, em ratos
Zucker diabéticos (ZDF) de 9 semanas, alimentados com Panlab (n=5) ou Purina (n=6). A accdo da HISS
(a preto) nos ratos ZDF Panlab (B) e nos ratos ZDF Purina (D) foi obtida por subtraccao dos perfis do RIST
controlo (a azul) pelos do RIST pés-atropina (a vermelho) nos graficos (A) e (C), respectivamente. A
alimentacao com Purina parece afectar a accao da insulina dependente da HISS. HISS, substancia hepatica
sensibilizadora da insulina. Panlab A04, fornecida por Panlab S.L., Espanha e Purina 5008, por Labdiet, EUA.
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O perfil médio de accao total da insulina pos-prandial, dada pelo RIST controlo,
nao foi significativamente diferente entre o grupo ZDF Purina e o grupo ZDF Panlab
(figura 7.3, A e C, a azul). Comparando as curvas de accao da insulina per se
(componente independente da HISS, dada pelo perfil do RIST pos-atropina), constata-se
que também sdao semelhantes, sugerindo que em ratos ZDF esta componente nao é
alterada pela racao (figura 7.3, A e C, a vermelho). No entanto, nos ZDF Purina, a
diferenca entre os perfis do RIST controlo e do RIST pds-atropina € menor do que nos
ratos ZDF Panlab, o que traduz uma accao da HISS significativamente diminuida nos ZDF
Purina (figura 7.3, B e D), em particular no que respeita ao seu inicio (ZDF Purina,
9.1£1.0 min; ZDF Panlab, 4.2+1.0 min; p<0.05) e magnitude (ZDF Purina, 2.3+0.8 mg
glucose.kg™.min™"; ZDF Panlab, 4.6+0.5 mg glucose.kg”.min."; p<0.05), como se pode
observar na tabela XIII.

Na tabela XIIlI apresenta-se um resumo dos parametros das curvas de accao da
insulina pos-prandial total (RIST controlo) e de cada uma das suas componentes
(dependente e independente da HISS).

Apesar da tendéncia geral ser de reducao dos parametros de accao da insulina
nos ZDF com a racao de Purina, essa diferenca so é estatisticamente significativa no que
diz respeito a componente dependente da HISS. Assim, a alimentacdo com Purina induz
uma diminuicdo do perfil de accdo da insulina dependente da HISS neste modelo
diabético (ZDF), nao afectando significativamente o perfil da componente

independente.
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Tabela XIIl - Parametros dos perfis de accao da insulina total (RIST controlo), dependente da HISS
e independente da HISS (RIST pds-atropina), em ratos Zucker diabéticos (ZDF) alimentados com
Panlab AO4 (ZDF Panlab, n=5) ou Purina 5008 (ZDF Purina, n=6). O perfil de accdo da insulina
dependente da HISS nos ratos ZDF é afectado pela racao Purina. HISS, substancia hepatica
sensibilizadora da insulina. Panlab A04, fornecida por Panlab S.L., Espanha e Purina 5008, por
Labdiet, EUA. Resultados sao média + SEM.

ZDF Panlab ZDF Purina

Magnitude do pico 7.0:0.6 5.4:0.4
(mg glucose.kg'.min.™)
RIST controlo Momento do pico (min) 11.0+1.4 10.5+0.8
Duracao (min) 24.9+2.8 22.4+2.1
Magnitude do pico 3.5:0.2 4.0:0.7
RIST pos- (mg glucose.kg™.min.™)
atropina Momento do pico (min) 8.1+1.7 8.8+1.7
Duracao (min) 17.5+1.2 19.7+0.2
Inicio de accao 4.2+1.0 9.1¢1.0°
(onset, min)
Magnitude do pico 4.6:0.5 2.3:0.8 2
(mg glucose.kg™'.min.™)
Accao da HISS Momento do pico (min) 11.8+1.6 11.6+1.1
Fim da accao
(offset, min) 24.9+2.8 22.8+0.6
Duracao (min) 20.6+3.2 13.7£1.0

 p<0.05 (em relacao ao grupo ZDF Panlab). Teste t-student.

A andlise dos RISTs index (areas sob as curvas de accao da insulina) sugere
também que nos ratos ZDF apenas a componente da HISS é afectada pela racao Purina,
comparativamente a racdo Panlab, o que é apresentado na figura 7.4. Com efeito, a
accao total da insulina no estado pos-prandial (RIST index controlo) nao foi
estatisticamente diferente entre os dois grupos (ZDF Purina, 78.6t7.5 mg glucose/kg
bw; ZDF Panlab, 99.1+£9.3 mg glucose/kg bw), o mesmo acontecendo com a accao da
insulina independente da HISS (RIST pos-atropina: ZDF Purina, 54.8+9.0 mg glucose/kg

bw; ZDF Panlab, 41.5+3.7 mg glucose/kg bw) (figura 7.4). Por seu lado, a componente
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de accao da insulina dependente da HISS encontrava-se significativamente diminuida
(p<0.01) nos ratos ZDF alimentados com Purina (24.5+5.1 mg glucose/kg bw) em
comparacao com os ratos ZDF Panlab (57.6+6.5 mg glucose/kg bw), como se pode
observar na figura 7.4. Curiosamente, a componente de accao da insulina independente
da HISS parece estar ligeiramente aumentada nos ZDF Purina relativamente aos ZDF
Panlab, embora a diferenca nao seja estatisticamente significativa. Isto explica que,
apesar da reduzida accao da HISS nos ratos ZDF Purina, o RIST index controlo seja

semelhante ao observado nos ZDF Panlab (figura 7.4).
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Figura 7.4: Accdo hipoglicemiante da insulina (RIST index, mg glucose/kg bw) em ratos Zucker
diabéticos (ZDF) com 9 semanas de idade, alimentados com racdo Panlab (ZDF Panlab, n=5) ou com
racdo Purina (n=6). (A) A accdo total da insulina pds-prandial e (B) a accdo da insulina independente da
HISS (pds-atropina) nao sao diferentes entre ZDF Panlab e ZDF Purina. (C) A componente de accdo da
insulina dependente da HISS encontra-se comprometida nos ratos ZDF Purina. HISS, substancia hepatica

sensibilizadora da insulina. Os resultados sdo a média + SEM. **p<0.01 em relacdo ao grupo ZDF Panlab
(teste t-student).
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A percentagem de inibicao da sensibilidade a insulina pos-prandial induzida pela
atropina corresponde a percentagem da accao da insulina dependente da via da HISS, a
qual foi menor nos ratos ZDF Purina (32.0£7.6 %) do que nos ZDF Panlab (57.8+2.4 %;
p<0.01), como se pode ver na figura 7.5, sugerindo que nos ratos ZDF a accdo da HISS é
comprometida de forma mais acentuada quando os animais sao alimentados com Purina.
Deste modo, nos ZDF Purina, a accao da insulina no estado pds-prandial deve-se na

maior parte a componente independente da HISS (68.0+7.6 %) (figura 7.5).
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Figura 7.5: Percentagem da acgdo da insulina que é dependente da HISS em ratos ZDF alimentados com
Panlab ou Purina. A percentagem de contribuicdo da HISS (a branco) para a accao total da insulina no
estado pos-prandial € menor nos ratos Zucker diabéticos (ZDF) alimentados com racao Purina (ZDF Purina,
n=6) do que nos ZDF alimentados com Panlab (ZDF Panlab, n=5). A maior contribuicdo para a accao da
insulina nos ZDF Purina é dada pela componente independente da HISS (a tracejado). HISS, substancia
hepatica sensibilizadora da insulina. Os resultados sao média + SEM. **p<0.01 em relacdao ao grupo ZDF
Panlab (para ambas as componentes). Teste t-student.

7.3.5. COMPARAGCAO DA SENSIBILIDADE A INSULINA DEPENDENTE E INDEPENDENTE DA

HISS ENTRE RATOS ZUCKER DIABETICOS (ZDF) E NAO DIABETICOS (LZR)

Nesta seccao, compara-se a sensibilidade a insulina pos-prandial em ratos ZDF
alimentados com Purina 5008, a racao descrita como diabetogénica e indicada pelo
fornecedor para estes animais (Charles-River-Laboratories, 2004), com a sensibilidade a
insulina em ratos Zucker nao diabéticos e ndao obesos (LZR). Os dados referentes a

sensibilidade a insulina no grupo LZR s&o os descritos no capitulo 6.
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As 9 semanas de idade, os ratos ZDF sdo insulinorresistentes. Como se pode ver
na figura 7.6, o RIST index controlo nos ratos ZDF Purina (78.6+7.5 mg glucose/kg bw,
n=6) é significativamente menor do que nos LZR (289.2+24.7 mg glucose/kg bw, n=6;
p<0.001). A componente de accdo da insulina independente da HISS, dada pelo RIST
index poés-atropina, segue o mesmo padrao, isto &, encontra-se diminuida nos ZDF (ZDF,
54.8+9.0 mg glucose/kg bw; LZR, 173.3+20.5 mg glucose/kg bw; p<0.01). Também a
accao da insulina dependente da HISS esta significativamente comprometida nos ratos
ZDF (24.5%5.1 mg glucose/kg bw) em comparacdo com os LZR (115.9£19.4 mg
glucose/kg bw; p<0.01) (figura 7.6).

A inibicdo da sensibilidade a insulina induzida pela administracao de atropina,
que correponde a percentagem de contribuicao da via da HISS para a accao total da
insulina, nao foi estatisticamente diferente entre ZDF (ZDF, 32.0£7.6 %) e LZR (LZR,

40.316.6 %).
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Figura 7.6: Sensibilidade a insulina pés-prandial em ratos Zucker diabéticos (ZDF) e ndo diabéticos
(LZR). A sensibilidade a insulina pos-prandial total (soma das porcdes a branco e a tracejado) diminui nos
ratos Zucker diabéticos obesos (ZDF Purina, n=6) relativamente aos seus controlos ndao obesos nao
diabéticos (LZR, n=6). Tanto a componente de accao da insulina dependente da HISS (a branco) como a
componente independente da HISS (a tracejado) estao diminuidas no grupo ZDF Purina. O RIST index (mg
glucose/kg bw) é a medida de accao da insulina. HISS, substancia hepatica sensibilizadora da insulina. Os

resultados sdao a média + SEM. ***p<0.001 em relacdao ao grupo LZR (RIST index total). **p<0.01 vs LZR
(componentes dependente e independente da HISS). Teste t-student.
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7.4. DISCUSSAO

Os resultados descritos ao longo deste capitulo confirmam a existéncia de uma
insulinorresisténcia marcada nos ratos Zucker diabéticos obesos (ZDF), logo as 9
semanas de idade. A insulinorresisténcia pronunciada em conjunto com a hiperglicémia
acentuada sugerem um estado de (pré)-diabetes nestes animais. O tipo de racao
utilizada parece condicionar o grau de insulinorresisténcia nos ratos ZDF, sendo que a
alimentacao com Purina 5008 reduz a sensibilidade a insulina dependente da HISS
relativamente a alimentacao com Panlab AO4. A menor sensibilidade a insulina nos ratos
ZDF em comparacao com os LZR parece dever-se a diminuicao de ambas as
componentes de accao da insulina. No entanto, a racao Purina induz um decréscimo
adicional da componente dependente da HISS, sugerindo que esta componente é

afectada de forma mais acentuada.

Hipertensdo nos ratos ZDF

A pressao arterial média estava significativamente elevada nos ratos. Ao longo da
experiéncia a pressao arterial média em ratos ZDF manteve-se cerca de 30-40 % acima
do observado nos LZR, independentemente da racao utilizada. Esta observacao
enquadra-se numa condicao de hipertensao moderada, conforme esta previamente
descrito neste e noutros modelos animais de diabetes (Van Zwieten et al., 1996;
Lesniewski et al., 2008), bem como em humanos (Natali et al., 2006).

Sao varias as causas possiveis para a hipertensao em ratos ZDF (Sowers et al.,
1991; Van Zwieten et al., 1996; Carlson et al., 2000; Oltman et al., 2005), de entre as

quais se destacam a disfuncao autonémica e a baixa actividade do enzima NOS (Carlson
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et al., 2000; Oltman et al., 2005), cuja consequéncia directa é a baixa producao ou
sinalizacao do *NO (Lesniewski et al., 2008), que podem afectar a accao da insulina

dependente da via da HISS.

Concentracdo de glutationo hepatico nos ratos ZDF

Ao contrario do que foi observado com os ratos Zucker obesos nao diabéticos
(OZR, capitulo 6), a concentracao hepatica de glutationo na forma reduzida (GSH) nao
foi diferente entre ratos diabéticos (ZDF) e respectivos controlos (LZR), embora
houvesse um ligeiro aumento (significativo) dos niveis hepaticos de glutationo na forma
oxidada (GSSG) e uma tendéncia para a diminuicao da razao GSH/GSSG, o que podera
indicar uma certa incapacidade de manter o glutationo na forma reduzida. Por um lado,
a nao variacao de GSH hepatico é consistente com o observado noutros 6rgaos de ratos
ZDF com esta idade (Chander et al., 2004); por outro lado, a tendéncia demonstrada
para um aumento do GSSG pode indiciar uma condicao de stress oxidativo, que também
€ consistente com o que esta descrito para estes animais (Crabtree et al., 2008).

A diminuicdo dos niveis hepaticos de GSH e/ou da razao GSH/GSSG podem
conduzir ao decréscimo de accao da HISS, a qual esta reduzida nos ratos ZDF. Porém, os
efeitos a nivel do glutationo hepatico ndo parecem ser tdo significativos que expliquem
por si so a insulinorresisténcia dependente da HISS observada nos ratos ZDF, embora a

sua contribuicao deva ser considerada.
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Hiperglicémia, insulinorresisténcia e diabetes nos ratos ZDF

De acordo com o nosso estudo, as 9 semanas de idade os ratos ZDF sao
hiperglicémicos, apresentando uma glicémia cerca de 45-50 % (ZDF Panlab) e 90-100 %
(ZDF Purina) maior do que a dos ratos ndo diabéticos, LZR. Tratando-se este de um
modelo de diabetes, os valores de glicémia estdo consistentes com o esperado e
previamente reportado (Corsetti et al., 2000).

Uma vez que os ratos ZDF nao parecem apresentar diferencas relativamente ao
efluxo de glucose hepatica (Pickavance et al., 1998; Leonard et al., 2005), a
hiperglicémia observada nestes animais devera resultar da incapacidade da insulina em
promover o aporte periférico de glucose, quer porque ha uma diminuicao da sua
secrecao, quer porque a sua accao nos tecidos-alvo esta comprometida.

Por outro lado, a sensibilidade a insulina encontrava-se significativamente
comprometida em ambos os grupos de animais ZDF. Em comparacao com os controlos
nao diabéticos (LZR), a accao total da insulina no estado pds-prandial estava diminuida
em aproximadamente 73 % nos ratos ZDF Purina, o que evidencia uma
insulinorresisténcia pronunciada, em conformidade com publicacdes anteriores (Leonard
et al., 2005). Analisando as duas componentes que compdem a accao pos-prandial da
insulina, observou-se que accao da insulina per se estava diminuida em cerca de 68 %
nos ratos ZDF relativamente aos LZR, enquanto que a accao da insulina dependente da
HISS apresentou um decréscimo de aproximadamente 79 %. A reducao das duas
componentes (dependente e independente da HISS) em ratos ZDF nao é exactamente
igual, apesar da diferenca ser ligeira (ndo significativa).

O facto de ambas as componentes de accao da insulina estarem diminuidas em
ambos os grupos de ratos Zucker diabéticos (ZDF) pode dever-se as alteracées no
musculo esquelético destes animais, a semelhanca do que acontece nos ratos Zucker

obesos nao diabéticos (OZR), estudados no capitulo anterior. Com efeito, tal como os
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OZR, também os ratos ZDF apresentam uma diminuicao da expressao de GLUT4 no
mUsculo esquelético (Friedman et al., 1991), o que implica uma diminuicao de ambas as
componentes de accao da insulina. No entanto, as alteracdées na expressao de GLUT4
em ZDF parecem correlacionar-se com a hiperglicémia nestes animais (Slieker et al.,
1992), o que os distingue dos OZR.

Para além disso, em ratos ZDF, tecidos diferentes apresentam graus de
insulinorresisténcia diferentes (Nawano et al., 2000; Leonard et al., 2005), sendo que
no estado pos-prandial o aporte de glucose insulinodependente ndo parece ser afectado
no tecido adiposo ou no musculo cardiaco, mas apenas no musculo esquelético (Leonard
et al., 2005), o qual é o principal destino da glucose em circulacao (Kemmer et al.,
1979; Kuhlmann et al., 2003; Leonard et al., 2005; Dhalla et al., 2008). Esta observacao
é particularmente relevante no contexto do presente trabalho, uma vez que a HISS nao
actua no tecido adiposo, figado, ou mulsculo cardiaco, mas apenas no musculo
esquelético (Xie e Lautt, 1996b), pelo que a sua accao esta mais comprometida, ainda
que ligeiramente, do que a accao da componente independente da HISS, a qual mantém

a sua accao nos restantes tecidos.

Esta descrito que a divergéncia entre a insulinorresisténcia permanente e a
capacidade de produzir uma hiperinsulinémia compensatoria resulta em hiperglicémia e
ocorre nos ZDF por volta das 7-10 semanas de idade (Pickavance et al., 1998; Corsetti
et al., 2000; Oltman et al., 2005), sendo que a maioria dos autores refere que a
transicao para o estado de diabetes neste modelo animal (ZDF) ocorre entre as 7 e as 12
semanas de idade (Kuhlmann et al., 2003; Leonard et al., 2005; Topp et al., 2007;
Szocs et al., 2008). No entanto, existem na literatura algumas discrepancias quanto a
idade em que a condicao de diabetes se instala nos ratos ZDF, o que se deve
provavelmente a racao utilizada para alimentar os ratos ZDF. Os resultados aqui

apresentados sugerem que a racao influencia a progressao da insulinorresisténcia de
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forma pronunciada, pelo que diferencas entre as dietas aplicadas nos varios estudos
poderao resultar em estadios de insulinorresisténcia ou diabetes diferentes.

Estas observacdes sao consistentes com os nossos resultados, visto que as 9
semanas de idade os ratos ZDF eram ja significativamente hiperglicémicos e
marcadamente insulinorresistentes relativamente aos controlos nao diabéticos (LZR),

configurando um quadro de diabetes.

Efeito da ragdo na insulinorresisténcia dos ratos Zucker diabéticos (ZDF)

Os ratos ZDF estdo descritos como modelos animais de obesidade e diabetes
mellitus tipo 2. Contudo, de acordo com os nossos resultados a condicao de obesidade
nao parece ser uma caracteristica completamente intrinseca a este modelo animal. Com
efeito, os ratos ZDF alimentados com a racao standard de manutencao (Panlab A04) nao
apresentavam um peso corporal significativamente diferente do dos ratos controlo (nao
obesos e nao diabéticos, LZR). Apenas os ratos ZDF alimentados com a racao Purina
5008 (ZDF Purina) eram significativamente mais pesados, tanto em relacao aos LZR,
como em relacao aos ZDF Panlab.

Nestes estudos nao se mediu a adiposidade corporal. No entanto, a elevada
adiposidade em ratos ZDF esta bem descrita (Banz et al., 2004; Fu et al., 2005).

A sensibilidade a insulina também foi afectada de maneira diferente em ratos
ZDF alimentados com Purina e em ZDF alimentados com Panlab. Comparando apenas os
grupos ZDF Purina e ZDF Panlab, observou-se que a sensibilidade total a insulina no
estado pos-prandial foi ligeiramente menor (cerca de 20 %) no grupo ZDF Purina,
embora essa diferenca nao fosse estatisticamente significativa. Das duas componentes
que constituem a accao da insulina pés-prandial, apenas a componente dependente da

HISS era diferente entre os dois grupos, sendo aproximadamente 50-60 % menor no
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grupo ZDF Purina do que no grupo ZDF Panlab. Assim, para além das deficiéncias
discutidas anteriormente, de certa forma comuns ao modelo OZR e que permitem
explicar a reducao de ambas as componentes de accao da insulina, parecem existir
alteracdes adicionais induzidas pela alimentacao dos ratos ZDF com Purina que explicam
0 agravamento da accao da HISS nos ZDF Purina relativamente aos ZDF Panlab e que
provavelmente também provocam o agravamento da glicémia.

A diferenca de sensibilidade a insulina entre ratos ZDF alimentados com Purina e
ZDF alimentados com Panlab é consistente com estudos anteriores realizados por outros
autores, os quais sugerem que a sensibilidade a insulina em ratos ZDF é muito
susceptivel a alteracdes induzidas pela dieta (Unger e Orci, 2001; Fu et al., 2005; Davis
et al., 2007; Szocs et al., 2008). Por exemplo, a melhoria das condicoes metabdlicas de
ratos ZDF parece ser possivel recorrendo a dietas com elevado conteldo proteico,
nomeadamente em proteina de soja (Davis et al., 2007), ou a métodos de restricao
calorica (Ohneda et al., 1995), embora os dados disponiveis na literatura nao sejam
conclusivos. Adicionalmente, tem sido sugerido que racdes isocaldricas com razoes
lipidos/glicidos diferentes afectam o metabolismo de ratos ZDF de formas distintas (Lee
et al., 2000), sendo que racoes com maior conteldo lipidico (em termos energéticos)
parecem acelerar o desenvolvimento da obesidade e da faléncia f-pancreatica em ratos
ZDF (Corsetti et al., 2000). Os trabalhos desenvolvidos por Unger e Orci sugerem que o0s
ratos ZDF desenvolvem diabetes mellitus tipo 2 antes da 14.% semana de idade, desde
que alimentados com uma dieta cuja composicao em lipidos forneca pelo menos 6 % do
conteldo energético da dieta (Unger e Orci, 2001).

Ambas as dietas testadas neste trabalho apresentavam uma percentagem de
conteldo energético em lipidos muito superior a 6 %: Purina, 16.7 %; Panlab, 12.0 %,
conforme se pode consultar na tabela VI, do capitulo 3. Tendo em conta as
observacoées de Unger e Orci (Unger e Orci, 2001), ambas as racdes estavam em

condicoes de induzir, ou pelo menos acelerar, a condicao de insulinorresisténcia,
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hiperglicémia e diabetes tipo 2 nos ratos ZDF, conforme se observou. Para além disso,
observamos também que as duas dietas tiveram resultados diferentes, em particular no
que diz respeito a accao da insulina dependente da via da HISS: a dieta Purina, com
maior conteuldo lipidico, foi mais eficiente na reducdo da accao da insulina dependente
da HISS do que a racao Panlab.

Os nossos resultados demonstram que o tipo de dieta/racao influencia o
desenvolvimento da diabetes em ratos ZDF e levam-nos a especular que o aumento do
conteldo lipidico dessa dieta tende a agravar a condicdo de insulinorresisténcia pos-
prandial. De facto, as deficiéncias na componente de accao da insulina dependente da
HISS em ratos ZDF sao agravadas pela alimentacao com Purina, sugerindo que esta racao
induz uma alteracao adicional especificamente na via da HISS, que nao é induzida pela
racao Panlab. O reduzido efeito hipoglicemiante da componente dependente da HISS
nos animais ZDF Purina parece resultar nao apenas de uma accao diminuida no musculo
esquelético, mas também de uma activacao deficiente ou inibicao da via hepatica que
conduz a sintese da HISS.

A associacao entre diabetes e alteracoes do sistema nervoso autonomo é
sobejamente conhecida. Apesar dos estudos de neuropatia diabética em ratos ZDF
serem escassos, alguns ha que apontam para a disfuncao autonémica nestes animais. Em
ZDF de 9 semanas parece haver um aumento da actividade do sistema nervoso
simpatico, o qual é, pelo menos em parte, responsavel pela hipertensao nestes animais
(Carlson et al., 2000) e parece acompanhar a hiperglicémia, conforme se observou no
presente estudo. Adicionalmente, em estudos ex vivo sugeriram uma reduzida
capacidade vasodilatadora em resposta a acetilcolina nestes animais (Carlson et al.,
2000; Oltman et al., 2005), a qual é reposta por adicao de um dador de *NO (Carlson et
al., 2000), o que sugere uma incapacidade da via parassimpatico-acetilcolina-°NO. Mais
ainda, estudos realizados no nosso laboratorio (Fernandes e Macedo, 2008, observacoes

nao publicadas) revelaram que a actividade e expressao do enzima NOS (endotelial) esta
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diminuida no figado de ratos ZDF, sugerindo que a via parasimpatico-'NO hepatica
esteja também afectada nos ratos ZDF.

Estas observacoes sao de particular relevancia, dado que uma inibicao da via
parassimpatico-'NO hepatica pode resultar numa menor producao de *NO no figado e,
consequentemente, numa diminuicao da sintese da HISS, contribuindo para a
insulinorresisténcia pos-prandial. Esta afirmacdo, ainda que de certa forma
especulativa, abre a porta para trabalhos futuros no ambito da associacao entre a
hipertensdo e a insulinorresisténcia dependente da HISS. Esses trabalhos foram ja
iniciados no nosso laboratério com estudos da accao da insulina dependente da HISS em
ratos hipertensos (Afonso et al., 2004; Ribeiro et al., 2007) e da capacidade do
carvedilol, um farmaco anti-adrenérgico e anti-hipertensivo, para aumentar os niveis de
‘NO plasmatico por estimulacdo do NOS (Afonso et al., 2006a). Sera interessante
perceber se o antagonismo adrenérgico e o aumento de "NO enddgeno tém um efeito

cumulativo na melhoria da pressao arterial e da sintese/accao da HISS em ratos ZDF.

Em conclusao, os resultados aqui apresentados sugerem que efectivamente os
ratos ZDF sao insulinorresistentes e hiperglicémicos. A insulinorresisténcia observada
nos ratos ZDF deve-se a diminuicdo de ambas as componentes de accao da insulina,
sendo que componente da accdo da insulina dependente da HISS € a mais afectada,
contribuindo de forma significativa para a insulinorresisténcia observada nos ratos ZDF.

A alimentacao com racao Purina acelera o processo de insulinorresisténcia e
agrava a hiperglicémia nos ratos ZDF, constituindo um factor externo ou ambiental
eficiente para o desenvolvimento da diabetes (tipo 2) naqueles animais. Observou-se
ainda que, comparativamente ao grupo alimentado com racao Panlab, a alimentacao
dos ratos ZDF com Purina nao afecta a componente de accao da insulina per se, mas

leva a uma diminuicao significativa da sensibilidade a insulina dependente da HISS.
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8. DISCUSSAO E CONCLUSOES GERAIS

O presente capitulo tem por objectivo apresentar uma visdao global das
conclusdes que se podem retirar dos estudos desenvolvidos e apresentados nos capitulos
transactos. Na U(ltima seccao sao abordadas algumas questdes emergentes desta

dissertacao que poderao ser merecedores de prossecucao em trabalhos futuros.

8.1. EFEITO DA COMPOSICAO DA REFEICAO NA POTENCIAGAO DA ACGCAO DA

INSULINA: MECANISMO DEPENDENTE DA HISS, INICIADO NO INTESTINO

Os resultados descritos no capitulo 4 sugerem que em condicdes fisiologicas a
sensibilidade a insulina aumenta significativamente apds a ingestao de uma refeicao
mista, mas ndo glicidica, por um mecanismo que depende da accao da HISS. Com este
estudo observou-se ainda que o mecanismo pos-prandial de activacao da via da HISS e

potenciacao da accao da insulina parece ser iniciado no intestino.

Ha trés conclusodes gerais que se retiram deste estudo.

A primeira é a de que a magnitude da potenciacdo da accao da insulina induzida
pela refeicao depende em grande medida da composicao da refeicao ingerida. Com
efeito, uma refeicao mista tem a capacidade de potenciar a sensibilidade a insulina de
forma significativa, tanto em animais anestesiados, como em animais conscientes. Pelo

contrario, as solucoes de glucose e de sacarose nao foram capazes de activar o
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mecanismo de sintese e/ou libertacdo da HISS conducente ao normal incremento da

accao da insulina.

Em segundo lugar, concluiu-se que este mecanismo de potenciacao da accao da
insulina é dependente da activacao dos nervos parassimpaticos hepaticos e,
consequentemente, da via da HISS. De facto, observou-se que a inibicdo parassimpatica,
apos a ingestao da refeicao mista, induz uma reducao da sensibilidade a insulina para
valores préximos do observado no jejum. Por outro lado, a seccao dos nervos
parassimpaticos hepaticos antes da ingestdao da refeicdao mista previne o aumento de
accao da insulina. Uma vez que ambos os procedimentos inibem a via da HISS, concluiu-

se que esta via € essencial para a potenciacao pos-prandial da accao da insulina.

A terceira conclusao de relevo que se infere dos estudos referidos (capitulo 4),
diz respeito ao local onde se inicia o mecanismo potenciador da accao da insulina. A
presenca da refeicao liquida mista (ou do quimo) no intestino (duodeno) revelou-se
essencial para despoletar a activacao da via da HISS e, assim, potenciar a accao da
insulina. Tal parece dever-se a absorcao intestinal de nutrientes especificos nao
glicidicos, ja que nem a glucose nem a sacarose provocaram o aumento da sensibilidade
a insulina. Com efeito, o bloqueio da passagem do quimo do estomago para o duodeno
(banda intestinal) impede a activacado da HISS pela refeicato mista e,
concomitantemente, o incremento da sensibilidade a insulina. Estas observacoes
sugerem que o intestino € o local onde se inicia 0 mecanismo de sensibilizacdo pos-

prandial para a accao da insulina.
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Potenciacdo prandial da ac¢do da insulina: eixo entero-cerebro-hepatico?

A conclusao de que o mecanismo de sensibilizacdo para a accao da insulina apos
absorcao intestinal da refeicao mista envolve a activacao da via da HISS, a qual depende
do parassimpatico, pode ser de grande relevancia no contexto de um possivel eixo
entero-cerebro-hepatico, responsavel por activar a via da HISS, na presenca de elevados
niveis de glutationo (GSH) hepatico.

Uma vez que a concentracao glutationo (GSH) hepatico aumenta do jejum para o
pos-prandial, a absorcdao de nutrientes parece ser necessaria para que a sintese
hepatica deste tripéptido ocorra. Recorde-se que o GSH é um tripéptido constituido por
cisteina, glutamato e glicina. Destes percursores, s o glutamato e a glicina existem
abundantemente dentro das células (Tateishi et al., 1974), pelo que a sintese de GSH é
limitada pela disponibilidade de cisteina. Em condicoes fisioldgicas, a cisteina é obtida
principalmente da dieta e da degradacao proteica, podendo igualmente ser obtida a
partir da metionina, um aminoacido nutricionalmente essencial, pela via da
cistationina' (Marinho, 1995). Assim, uma refeicao deve conter residuos proteicos que
possam ser fonte de cisteina para poder permitir a sintese de GSH e potenciar a accao
da insulina dependente da HISS, o que nao acontece com as refeicées puramente
glicidicas, mas parece ocorrer com refeicoes mistas.

Como referido anteriormente, o sinal prandial que conduz a sintese da HISS
depende da elevacao dos niveis de GSH hepatico e da activacdao parassimpatica
hepatica, ambos decorrentes da ingestdo de uma refeicao (Tateishi et al., 1977;
Uijtdehaage et al., 1992; Guarino et al., 2003; Teff, 2008). Nos estudos apresentados

no capitulo 4 da presente dissertacao, observou-se pela primeira vez que o intestino

' Note-se que, embora a cisteina possa ndo ser nutricionalmente essencial, a dieta é a principal fonte de
cisteina (Marinho, 1995); e a sua sintese depende de um aminoacido essencial - a metionina (via da
cistationina). A metionina origina homocisteina, a qual se conjuga com a serina para formar cistationina
e, a partir desta, cisteina e homoserina.
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desempenha um papel-chave no processo de activacao pos-prandial da via da HISS,
através da absorcao dos substratos necessarios a sintese de GSH, mas também por
estimulacao do sistema nervoso parassimpatico. Estes resultados parecem enquadrar-se
na conjectura avancada por Lautt (Lautt, 2004), segundo a qual a via da HISS é activada
por um reflexo mediado centralmente. Neste contexto, surge a hipotese do
envolvimento do eixo entero-cerebral na activacdo hepatica da sintese e/ou libertacao
da HISS.

O reflexo entero-cerebral depende da estimulacao vagal, mas esta descrito
apenas no controlo as secrecdes do pancreas exocrino e da motilidade, secrecao e fluxo
sanguineo entéricos (Konturek et al., 2003; Konturek et al., 2004). Adicionalmente,
outros autores observaram recentemente que a activacao desse reflexo entero-cerebral
também afecta o figado, embora tal apenas esteja descrito na regulacdao da producao
hepatica de glucose (Wang et al., 2008). Assim, tendo em conta estas observacoes e os
nossos resultados, pode especular-se acerca da existéncia de uma associacao entre o
eixo entero-cerebral e o mecanismo hepatico de sensibilizacao da insulina. De facto, os
nossos resultados demonstraram que: (i) a accao da insulina aumenta apos ingestao de
uma refeicao mista; (ii) a potenciacao da accao da insulina depende da activacao de
nervos parassimpaticos, a semelhanca do reflexo entero-cerebral, que é mediado pelo
vago (Konturek et al., 2003; Konturek et al., 2004); (iii) o mecanismo de potenciacao
da accao da insulina no estado pos-prandial é despoletado no intestino (duodeno).

Estas observacdes sugerem a existéncia de um reflexo prandial, iniciado no
intestino apds ingestao de uma refeicao mista e mediado centralmente, que envolve a
estimulacao do sistema nervoso parassimpatico, o qual, na presenca de elevados niveis
de GSH, vai activar o mecanismo hepatico de sintese e/ou libertacao da HISS,
promovendo o incremento da sensibilidade a insulina. Esta hipotese esta representada

na figura 8.1.
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Ingestao de
refeicao mista

Musculo

Pancreas e
esquelético

Figura 8.1: A hipétese de activacdo da via da substancia hepatica sensibilizadora da insulina (HISS) em
resposta a ingestdao de uma refeicdo mista. A absorcdo intestinal de nutrientes, que ocorre apos ingestao
de uma refeicdo mista (composta por glicidos, lipidos e proteinas), permite o aumento da sintese de
glutationo (GSH) hepatico, o qual é essencial para a sintese da HISS; simultaneamente, é iniciado no
intestino um mecanismo pods-prandial que parece ser mediado pelo sistema nervoso central (SNC) e que vai
estimular o figado, via nervos parassimpaticos, para a sintese e/ou libertacdo da HISS - hipotese entero-
cerebral-hepatica (a verde). A HISS actua no musculo esquelético, potenciando a accdo da insulina no
estado pos-prandial. Cys, cisteina; ® activacao.

Implicagées nutricionais

As refeicdes que constituem um sinal prandial eficaz para iniciar o mecanismo de
sensibilizacao pos-prandial para a accao da insulina parecem ser vantajosas do ponto de
vista nutricional, por oposicao aquelas que que ndo sao capazes de o fazer. Ao contrario
das refeicdes mistas, a glucose e a sacarose, pelo menos isoladamente, constituem um

fraco sinal prandial para activacao da via da HISS e potenciacao da accao da insulina.
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Com efeito, a alimentacao com dietas ricas em sacarose (Ribeiro et al., 2005) ou com
dietas ricas em lipidos (capitulo 5), mesmo durante curtos periodos de tempo, nao so
nao induzem a sensibilizacdo pds-prandial para a accao da insulina, como ainda
resultam em resisténcia a insulina quase totalmente dependente da perda de accao da
HISS. Isto leva-nos a especular que o iniciador do mecanismo pods-prandial de
sensibilizacdo para a accao da insulina nao seja de origem puramente glicidica ou
lipidica, e que estas classes de nutrientes tendem, a longo prazo, a inibir a accao pos-
prandial da insulina. Claramente, esta afirmacao carece de demonstracao experimental
e a identificacdo da(s) classe(s) de iniciadores deste mecanismo constitui um objectivo
de estudos futuros (seccao 8.5), embora se possa especular que tais iniciadores deverao
conter ou ser precursores de substratos para a sintese de GSH, bem como ser

activadores do eixo entero-cerebro-hepatico.

Implicacées metodologicas

Do ponto de vista metodoldgico, os resultados apresentados no capitulo 4
colocam em causa a eficacia dos métodos que recorrem a ingestdao oral de glucose,
como o OGTT, para estudos nutricionais da homeostase da glucose, uma vez que a
glucose ndo activa a via da HISS e, por isso, nao induz uma accao maxima da insulina.
Assim, alteracdes fisiopatologicas da via da HISS ndo sao detectadas eficazmente pelo
OGTT, o que é particularmente grave, uma vez que a HISS é essencial para a accao da
insulina no pos-prandial, estado esse em que normalmente ocorrem as primeiras
anomalias relacionadas com a homeostase da glucose (Ceriello et al., 2008). Deste
modo, o OGTT apenas € sensivel a alteracoes relacionadas com a perda de accao da

insulina per se (independente da HISS).
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Pelo contrario, a administracdo de uma refeicdo mista activa a via da HISS e
induz a accao da insulina na sua totalidade. Isto sugere que a perda de funcao de uma
das componentes (dependente ou independente da HISS) sera eficazmente detectada
através da realizacao de um teste de tolerancia a refeicao mista (MTT). Assim, o MTT,
cuja execucao é relativamente facil, podera permitir a deteccao precoce de alteracoes
metabdlicas associadas a intolerancia a glucose e/ou insulinorresisténcia no estado pos-
prandial - quadro de pré-diabetes.

Por outro lado, a variacao da sensibilidade a insulina entre os estados de jejum e
pos-prandial pode ser quantificada de forma rigorosa e eficaz através do RIST, apos a
ingestao de uma refeicao mista. Com efeito, este € um método sensivel e reprodutivel,
que permite detectar diferencas de sensibilidade a insulina, antes e depois da
administracao intragastrica das varias refeicoes liquidas e da inibicao da via da HISS.

Conclui-se assim que os estudos de sensibilidade a insulina devem ser
direccionados para a avaliacao da capacidade que um individuo apresenta para activar a
via da HISS e aumentar a sensibilidade a insulina em resposta a ingestao de uma

refeicao-teste mista.
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8.2. DIFERENTES MODELOS DE OBESIDADE APRESENTAM MECANISMOS

DISTINTOS DE INSULINORRESISTENCIA POS-PRANDIAL

Que a condicao de obesidade esta intimamente associada ao desenvolvimento de
insulinorresisténcia € algo consensual e perfeitamente descrito. No entanto, até a data,
foi dado maior enfase a accao da insulina no estado de jejum, negligenciando
componente de accao da insulina dependente da HISS. No desenvolvimento da
obesidade, isto levava a uma deteccao tardia e a uma subvalorizacao da condicao de
insulinorresisténcia.

Ao longo dos capitulos 5 e 6 apresentaram-se e discutiram-se os estudos de
sensibilidade a insulina pds-prandial em dois modelos animais de obesidade: o primeiro,
induzido por factores nutricionais, isto &, por uma dieta hiperlipidica - o rato HFD; e o
segundo, de origem genética, com uma mutacao no receptor da leptina - o rato Zucker
obeso (OZR). A principal conclusao destes estudos € que a insulinorresisténcia observada
em ratos HFD é mecanisticamente diferente da insulinorresisténcia desenvolvida em
OZR, conforme representado na figura 8.2, no final desta seccao.

Nos ratos alimentados com a dieta rica em lipidos (HFD, capitulo 5), a
insulinorresisténcia desenvolve-se logo apds a primeira semana de alimentacdo com esta
dieta, exclusivamente devido a diminuicdo de accao da via da HISS, ndo se observando
alteracoes da accao da insulina per se; apos 4 semanas, os ratos HFD apresentavam uma
perda quase total da funcao da HISS, a qual se juntou uma diminuicado pequena, mas
significativa, da componente de accao da insulina independente da HISS (Afonso et al.,
2009). O maior contributo para a insulinorresisténcia pos-prandial nos ratos HFD é dado
pela perda de accao da via da HISS. Esta observacao parece sugerir que as primeiras
alteracoes responsaveis pela insulinorresisténcia em condicoes de obesidade induzida
pela dieta devem interferir com a via da HISS, ocorrendo a montante do seu local de

accao, como por exemplo no figado, ao nivel da sintese da HISS (Afonso et al., 2007a;
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Afonso et al., 2009). Isto pode resultar da baixa concentracao de glutationo hepatico ou
da baixa actividade do eixo parassimpatico-"NO, essenciais para a sintese da HISS e
também diminuidos nestes animais (figura 8.2). Por outro lado, nao é ainda de excluir
que nestas condicdes haja uma deficiente sensibilizacao para a accao da insulina em
resposta a uma refeicdo mista, o que também se traduziria numa baixa activacao da via
da HISS e, concomitantemente, numa reduzida accao da insulina pos-prandial.

Nos ratos Zucker obesos (OZR), por seu turno, observou-se uma diminuicao
semelhante de ambas as componentes que compdem a accao da insulina do estado pos-
prandial: como representado na figura 8.2, tanto a componente de accao da insulina
dependente como a componente independente da HISS estavam diminuidas e
exactamente na mesma proporcao (capitulo 6). Estes resultados conduzem-nos a uma
de duas conclusdes: (i) nos OZR, ocorrem duas deficiéncias independentes, uma na via
da HISS e outra na accao da insulina per se, com a coincidéncia de ambas as
componentes serem afectadas de forma quantitativamente idéntica; ou (ii) ocorre uma
alteracao num ou em varios pontos comuns as duas vias de sinalizacao (HISS-dependente
e HISS-independente) no musculo esquelético, 6rgao-alvo de ambas as componentes,
afectando-as de igual maneira (Afonso et al., 2007b). Apesar de, com base nos dados
por nds obtidos, ndo ser ainda possivel excluir nenhuma das duas opcdes, a segunda
parece mais provavel. Qualquer que seja o mecanismo de transducao de sinal da HISS
no musculo esquelético, este parece promover o aporte de glucose de forma
dependente dos GLUT4, cuja translocacao parece estar diminuida em OZR (King et al.,
1992; lvy, 2004). Ora, havendo uma reducdo do numero de GLUT4 funcionais na
membrana plasmatica, havera forcosamente um baixo aporte de glucose, o qual nao
sera provocado pela baixa secrecao de insulina pancreatica nem pela baixa libertacao
de HISS hepatica, mas sim pela disfuncdo de um ponto em comum das vias de

sinalizacao intracelular de ambas as componentes.
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A perda de acgdo da HISS esta associada ao aumento da adiposidade

corporal total e ndo especificamente da obesidade viscero-abdominal

O aumento das adiposidades corporal total e abdominal correlacionou-se
significativamente e de igual forma com a perda de accao da HISS, bem como com a
perda de accao total da insulina no estado pos-prandial. Adicionalmente, a adiposidade
também se correlacionou com a diminuicao de accao da insulina per se, porém com um
impacto consideravelmente menor nesta componente de accao da insulina do que na
componente da HISS. Isto confirma uma vez mais que a alimentacao com uma dieta rica
em lipidos inibe a accao da insulina dependente da HISS de forma mais incisiva (figura
8.2).

Uma questdo relevante é também perceber a causalidade da relacao entre a
perda de funcao da HISS e o aumento do tecido adiposo. Por um lado, a adiposidade
pode afectar um ou varios componentes da via da HISS e assim induzir a
insulinorresisténcia pos-prandial; por outro, é possivel que a glucose ndo captada pelo
musculo esquelético devido a reduzida accao da HISS seja dirigida para o tecido adiposo
e para o figado, onde pode ser percursora da sintese de acidos gordos, aumentando a
massa gorda, em particular no figado, condicdo muitas vezes associada a
insulinorresisténcia periférica. Os dados apresentados nesta dissertacao nao permitem
esclarecer este ponto.

O facto de nao se terem observado diferencas de correlacao entre as
adiposidades viscero-abdominal e corporal total sugere que a acumulacdo de massa
adiposa total, independentemente da sua localizacao, é que esta associada a perda de
accao da via da HISS. Estes resultados péem em causa a sugestao de que a
insulinorresisténcia pré-diabética é causada principalmente pela acumulacao de tecido
adiposo na regiao abdominal, embora nao se possa excluir completamente um papel

qualitativo (mais do que quantitativo) especificamente da adiposidade viscero-
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abdominal. E ainda necessario alguma cautela na extrapolacao destes resultados para a
obesidade humana, uma vez que, por exemplo, a distribuicdo de massa adiposa se faz
de forma substancialmente diferente nas duas espécies.

A figura 8.2 resume as principais observacoes respeitantes a insulinorresisténcia

dependente e independente da HISS nos dois modelos de obesidade estudados - o rato

HFD e o OZR.
DIETA RICA RATO ZUCKER
EM LiPIDOS OBESO
(HFD) (OZR)
| |
| Obesidade ambiental Obesidade genética l
I (nutricional) (! receptor da leptina)l
| |
| |
7 |
T adiposidade qu — — |
corporal (total) \ Y
\ 4l accdo da HISS
\ 4! accédo da
\ insulina per se
\ N .: v [\ : e
~ litranslocacao
S o ( de GLUT4
‘ x I". I-I S .!
d accdo da i
Pancreas insulina per se Glucose il b l;

Musculo e-squ'elético

Figura 8.2: Mecanismos de insulinorresisténcia dependente e independente da HISS em dois modelos
animais de obesidade: o rato alimentado com dieta rica em lipidos (HFD) e o rato Zucker obeso (OZR).
No rato HFD, ocorre um decréscimo acentuado da componente de accao da insulina dependente da HISS,
que precede a diminuicdo da accédo da insulina per se (a vermelho). No OZR, ha uma diminuicao idéntica da
accdo da HISS e da insulina per se, sugerindo a existéncia de um defeito num ponto comum das vias de
sinalizacdo intracelular das duas componentes, que resulta numa reduzida translocacdo de GLUT4 (a azul).
HISS, substancia hepatica sensibilizadora da insulina; GLUT4, transportador de glucose-4. |, decréscimo
moderado; !, decréscimo acentuado.
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8.3. O ENVELHECIMENTO AFECTA PRINCIPALMENTE A ACGAO DA HISS, MAS

NAO AGRAVA A INSULINORRESISTENCIA EM RATOS ZUCKER OBESOS

Em condicdes fisiologicas, o envelhecimento conduz a insulinorresisténcia pos-
prandial, devido & diminuicio de ambas as componentes de accdo da insulina. A
semelhanca do observado pelo nosso grupo em ratos Wistar (Ribeiro et al., 2008) e pelo
grupo de Lautt em ratos Sprague-Dawley (Lautt et al., 2008), também os ratos Zucker
nao obesos (LZR) apresentam uma diminuicdo da accdo da insulina pos-prandial. A
insulinorresisténcia associada a idade nos LZR é causada pela perda de accao de ambas
as componentes, embora a maior contribuicao seja dada pela diminuicao de accao da
HISS, cujo decréscimo é consideravelmente mais acentuado do que o da componente
independente da HISS.

Uma vez que nao é possivel estudar o processo de envelhecimento na auséncia
de acumulacao de adiposidade, nao se pode dissociar a contribuicao destes dois factores
para o desenvolvimento da insulinorresisténcia com a idade. No entanto, em ratos
obesos (OZR), a insulinorresisténcia pos-prandial nao € agravada com a idade, sendo
semelhante entre OZR de 9 e 52 semanas, o que evidencia a debilidade da accao da
insulina pds-prandial neste modelo de obesidade. Qualquer que seja a deficiéncia que
estd na génese da insulinorresisténcia nos OZR parece poder concluir-se que tal
deficiéncia: (i) localiza-se principalmente ao nivel do musculo esquelético, tecido-alvo
da accao da HISS; (ii) surge precocemente no desenvolvimento do OZR, ja plenamente
insulinorresistentes as 9 semanas de idade; e (iii) ndo é agravada com a idade, sendo
que as 52 semanas a sensibilidade a insulina total e dependente de cada uma das

componentes de accdo da insulina é semelhante a observada as 9 semanas de idade.
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8.4. A ACCAO DA INSULINA DEPENDENTE DA HISS ESTA COMPROMETIDA EM

RATOS ZUCKER DIABETICOS E E AGRAVADA POR DETERMINADAS DIETAS

Os resultados apresentados e discutidos no capitulo 7 dizem respeito a avaliacao
da accao pos-prandial da insulina e, em particular, da componente dependente da HISS
num modelo animal de diabetes tipo 2 - o rato Zucker diabético (ZDF).

A semelhanca do que acontece com os ratos Zucker obesos ndo diabéticos (OZR),
os ZDF também apresentam uma diminuicdo de ambas as componentes de accao da
insulina. Adicionalmente, comparando os efeitos das duas dietas testadas (Panlab A0O4,
Panlab; e Purina 5008, Labdiet) na sensibilidade a insulina e na glicémia de ratos
ZDF, concluiu-se que, para além dos factores genéticos pré-existentes, também os
factores nutricionais influenciam a condicao diabética nestes animais. Com efeito,
animais ZDF alimentados com Purina apresentavam uma insulinorresisténcia e
hiperglicémia mais acentuadas do que ratos ZDF alimentados com Panlab. Estes animais
parecem ser muito sensiveis a variacdo da dieta, uma vez que, apesar das diferencas
entre as duas racoes serem minimas (tabela IX, capitulo 3), o seu impacto na accao da
HISS foi significativamente diferente. A racdao Purina apresenta, em média, uma
quantidade de lipidos superior (aproximadamente o dobro) a presente na racao Panlab;
tendo em conta os resultados do capitulo 5, a presenca de uma concentracao de lipidos
mais elevada na dieta de ratos ZDF pode ser responsavel pelo agravamento da
insulinorresisténcia, o que, em conjugacao com o aumento da glicémia, corresponde ao
acelerar do quadro diabético. De facto, diversos autores tém sugerido que o aumento
de lipidos na dieta pode agravar a condicao diabética de ratos ZDF (Unger e Orci, 2001).
Nos demonstramos pela primeira vez que o agravamento da insulinorresisténcia induzido
por uma dieta (Purina versus Panlab) se deve ao decréscimo adicional da via da HISS, o

qual parece estar associado ao aumento da glicémia em ratos diabéticos (ZDF).
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Os resultados obtidos com os modelos genéticos de insulinorresisténcia (OZR e
ZDF), por comparacao com modelos ambientais, como os ratos HFD, sao ainda
interessantes na medida que suportam a hipotese de que ha um fundo genético que
determina se o individuo desenvolvera insulinorresisténcia, independentemente da
condicdo de obesidade. Nesta hipdtese encaixam diversas alteracdes genéticas, que se
demonstrou induzirem insulinorresisténcia, tais como as mutacdes nos genes do
receptor da insulina ou dos seus substratos (Withers et al., 1998), do enzima PI3K
(Shepherd et al., 1998), ou dos GLUT4 (O'Rahilly et al., 1992), entre outras (Kahn,
2003). Para além disso, o desenvolvimento de obesidade e insulinorresisténcia associada
encaixa também no conceito de genes poupadores (thrifty genes), proposto por Neel,
ha mais de 4 décadas (Neel, 1962). Segundo esta teoria, o aparelho genético humano e
animal em geral, esta adaptado para situacdes de deficiéncia nutricional, resultantes da
escassez de alimentos, o que leva a que, em situacao de abundancia, haja acumulacao
e armazenamento energético. Este mecanismo, que outrora foi muito Gtil, pode ser
altamente prejudicial na sociedade moderna, uma vez que conduzira ao
desenvolvimento de obesidade e, concomitantemente, de insulinorresisténcia.

Deste modo, um individuo com pré-disposicao genética para o desenvolvimento
de diabetes mellitus apresenta alteracoes metabdlicas que parecem ser moduladas por
factores ambientais, nomeadamente pela dieta. Isto mesmo esta representado na figura
8.3, em baixo.

Pode concluir-se que determinadas dietas, nomeadamente ricas em lipidos ou
em glicidos (sacarose), vao induzir ou agravar a condicao de insulinorresisténcia e que
tal parece ocorrer primeira e primordialmente no estado pos-prandial, principalmente
devido a perda de accdao da via da HISS. De facto, o que se observou nos diversos
modelos até agora estudados é que a diminuicdo da accdo da insulina é causada
maioritariamente pela inibicao da via da HISS, a qual pode ocorrer isoladamente ou ser

acompanhada pela diminuicao da accao da insulina per se. No entanto, o inverso nunca

302



Ricardo A. Afonso
Dissertacao de Doutoramento

se observou, isto €, em nenhum dos modelos de insulinorresisténcia estudados foi
observada uma reducao da componente independente da HISS sem alteracdes na HISS.
Destas observacoes pode inferir-se que o quadro pré-diabético, em que ocorre
uma insulinorresisténcia pos-prandial marcada, € causado essencialmente por
deficiéncias na via da HISS, quer a nivel hepatico, afectando a sua sintese e/ou
libertacao, quer a nivel muscular, por alteracoes da sua accdo. A passagem da pré-
diabetes para a condicdo de diabetes franca parece resultar do somatorio de
deficiéncias na accao da HISS, da insulina per se e, mais tarde, da secrecao pancreatica

de insulina (figura 8.3).

Condicdes fisiologicas

/— (individuo saudavel) —\

. FACTORES AMBIENTAIS
FACTORES GENETICOS + (DIETA)

|

Ll Accao da HISS

k»{ INSULINORRESISTENCIA POS-PRANDIAL |4—/

LI HISS + | insulina per se

v

| INSULINORRESISTENCIA PERMANENTE |

Faléncia B-pancreatica (insulinopénia)

v

| DIABETES |

Figura 8.3: A insulinorresisténcia parece resultar da exposicdo a factores ambientais, mediante uma
predisposicdo genética. A perda de accdao da HISS, provocada por factores ambientais, leva a uma
insulinorresisténcia pos-prandial, o que parece preceder a diminuicdo da accdo da insulina per se e,
consequentemente, a insulinorresisténcia em jejum. A passagem da pré-diabetes, facilitada pos factores
genéticos, para a condicao de diabetes franca parece resultar do somatorio de deficiéncias na accdo da
HISS, da insulina per se, e, mais tarde, da secrecdo pancreatica de insulina. HISS, substancia hepatica
sensibilizadora da insulina. |, decréscimo; L, decréscimo acentuado.
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8.5. PERSPECTIVAS DE TRABALHO FUTURO

Nao obstante o trabalho apresentado nesta dissertacao responder a uma parte
consideravel das questdes a que se propunha investigar (ver capitulo 2), ndo completa
totalmente o estudo em causa. Por outro lado, como é apanagio de qualquer projecto
de investigacdo, as observacoes inerentes ao desenvolvimento do proéprio trabalho
levantam novas questoes as quais trabalhos futuros poderdo dar resposta.

Deste modo, seriam necessarios estudos adicionais de forma a esclarecer alguns

pontos:

¢ Caracterizacdo nutricional do estimulo fisiologico que activa o mecanismo de
sensibilizacdo para a accdo da insulina apés uma refeicdo. E importante determinar
quais os compostos ou classe(s) de compostos que estimulam o intestino, promovendo
a activacao do sistema nervoso parassimpatico e concomitantemente da via da HISS,
potenciando a accdo da insulina. Neste sentido, experiéncias preliminares realizadas
pelo nosso grupo, em colaboracdo com o de Lautt, confirmaram que a presenca de
glucose numa refeicao liquida ndao é necessaria para despoletar o mecanismo de
potenciacao de accao da insulina, o qual parece ser desencadeado por uma mistura de
proteinas e triacilglicerdis de cadeia média-longa. Tendo em conta os resultados desta
dissertacao, os triacilglicerois nao parecem ser o principal candidato a iniciador do
mecanismo pos-prandial de activacdo da HISS, mas sim as proteinas. Estes estudos

estao em prossecucao.

* As experiéncias apresentadas nesta dissertacdo apontam para o intestino como érgao-
chave na iniciacao do mecanismo de sensibilizacao para a accao da insulina, em
resposta a uma refeicao mista. No entanto, estes estudos nao foram concludentes

quanto ao ser o duodeno, o jejuno ou outra porcao intestinal, uma vez que a injeccao
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da refeicao liquida mista foi realizada no duodeno, mas a solucao pode progredir ao
longo do intestino. Apesar de se especular que a porcao-chave seja o duodeno, pelas
suas caracteristicas neuro-endocrinas, tal carece de confirmacdo. E assim necessario
determinar qual a porcéo intestinal responsavel pela sinalizacdo do mecanismo pos-

prandial de potenciacao da accao da insulina.

Identificacdo do estimulo do mecanismo pods-prandial de activacdo da via da HISS
(potenciacao da accao da insulina). Parece ser importante determinar se é activado
apenas por um estimulo entérico de origem quimico-nutricional, hormonal, neuronal,

ou por combinacao de varios estimulos.

Mecanismo de accao da HISS - via de transducao de sinal. Sabe-se que a libertacao
fisioldgica da HISS no estado pos-prandial conduz a uma potenciacdo da accao da
insulina no musculo esquelético. Porém, ndao se conhece nem a natureza quimica
deste factor humoral (HISS) nem a sua via de sinalizacao intracelular. Estes aspectos
sdo relevantes, nao s6 do ponto de vista fisiologico, mas principalmente do ponto de
vista fisiopatologico, uma vez que podem constituir um importante alvo terapéutico
no tratamento da insulinorresisténcia pos-prandial. Com efeito, os trabalhos
apresentados no capitulo 6 da presente dissertacao, envolvendo ratos Zucker obesos
(OZR), sugerem que as vias de sinalizacao da HISS e da insulina tém ponto(s) em
comum, sendo que ambas parecem estimular o aporte de glucose via GLUT-4. Estudos
de transducao de sinal e de captacao de glucose marcada ([3H]-2-desoxiglucose) no
musculo esquelético de OZR, bem como estudos in vitro com culturas primarias de
células de musculo esquelético e/ou em co-cultura com hepatocitos poderiam ajudar

a esclarecer o presente ponto.

Deste trabalho concluiu-se que o aumento de adiposidade e a perda de funcao da HISS

correlacionam-se, pelo que se torna relevante estudar a causalidade, bem como
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tentar perceber como é que compostos de origem adipocitaria, como as

adipocitocinas, afectam a accao da HISS e vice-versa.

® Pretende-se prosseguir e aprofundar os estudos nutricionais com ratos Zucker
diabéticos (ZDF), a fim de extrapolar para a diabetes humana, cuja etiologia assenta
em factores de natureza genética e ambiental. Da presente dissertacao concluiu-se
que a accao da insulina dependente da HISS esta diminuida em ZDF, mas que pode ser
agravada por certas dietas. Deste modo, sera interessante compreender o mecanismo
através do qual certos factores ambientais, nomeadamente nutricionais, podem
acentuar a insulinorresisténcia causada pela perda de accao da HISS e como é que tal

contribui para o agravamento da condicao de diabetes.

¢ Finalmente, os estudos iniciados com farmacos bloqueadores a,B-adrenérgicos e
capazes de estimular o NOS, como o carvedilol (Afonso et al., 2006b; Afonso et al.,
2006a), devem prosseguir-se, podendo estender-se a ratos ZDF, um modelo de
diabetes e hipertensao em que a via da HISS (dependente de °NO) esta fortemente
comprometida. Isto permitira nao s6 compreender, como também constituir um alvo
terapéutico para o tratamento da diabetes e hipertensao, evidenciando a via da HISS

como pivot.
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