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RESUMO

Comparacéo do perfil metabdlico e funcionalidade de ilhotas pancreaticas, sob
efeito da exenatida, em modelos experimentais de obesidade e diabetes melito

no rato. 129f. Dissertacao (Ciéncias). Instituto Butantan, 2015.

A exenatida, peptideo sintético da exendina-4 isolada do veneno do lagarto
Heloderma suspectum, esta entre os mais recentes recursos farmacoldgicos para o
tratamento do diabetes melito tipo 2 (DM2), apresentando acao agonista do receptor
do hormbnio peptidico glucagon-simile tipo 1 (GLP-1) e resisténcia a hidrdlise pela
dipeptidil-peptidase IV (DPPIV). H& evidéncias de que este farmaco também seja
eficaz na reducdo da ingestdo de alimento e do peso corporal. Todavia, hdo estao
completamente caracterizadas suas acfes diferenciais sobre o perfil metabdlico e
morfométrico em modelos animais de DM induzido por estreptozotocina (STZ) e de
obesidade induzida por glutamato monossédico (MSG) e dieta hipercalérica (DIO). O
presente estudo comparou estes modelos em relagédo ao ganho de massa corporal
(MC) e comprimento naso-anal (CNA), indice de Lee, ingestdo de alimento e liquido,
tolerancia oral a glicose (OGTT), tolerancia a insulina (ITT), massa dos depdsitos de
tecidos adiposos periepididimal e retroperitoneal, glicemia de jejum, triglicérides
(TG), colesterol (total, HDL, LDL e VLDL), hemoglobina glicada (HbAlc), proteina
plasmatica, osmolalidade plasmatica, glucagon e insulina secretados pelas ilhotas
isoladas, e quanto aos efeitos da exenatida sobre todos estes parametros (STZ-E,
MSG-E, DIO-E). Comparativamente aos controles sadios (C-S), o grupo DIO
apresentou ganho de MC e CNA, maiores indice de Lee, massa do depdsito adiposo
retroperitoneal, glicemia de jejum, TG, colesterol total, VLDL e HbAlc, bem como
menores ingestao de alimentos, taxa de decaimento de glicose (Kitt). O grupo MSG
apresentou maiores indice de Lee, massa dos depdsitos adiposos retroperitoneal e
periepididimal, glicemia de jejum, TG, LDL e VLDL, bem como menores ingestdes de
alimento e liquido, Kitt e de proteina plasmatica, relativamente a C-S. O grupo STZ
apresentou menores ganho de MC, massa dos depdésitos adiposos periepididimal e
retroperitoneal, insulina secretada e maiores HDL, glicemia de jejum e HbAlc, bem

como menores tolerancia a glicose e insensibilidade a insulina, relativamente a C-S.



Utilizando dose terapéutica para humanos, o tratamento com exenatida, por 20 dias
consecutivos, teve efeitos benéficos em parametros metabdlicos e morfométricos
relevantes nos grupos estudados, principalmente no DIO-E, onde o ganho de MC,
ingestao de alimento, massa do depdsito adiposo retroperitoneal, glicemia de jejum,
HbAlc, TG, VLDL e colesterol total foram diminuidos além de haver melhora da
sensibilidade a insulina. Em MSG-E houve melhora da glicemia de jejum, insulina
secretada e da sensibilidade a insulina. Em STZ-E houve melhora da glicemia de
jejum e HbAlc, sem alterar a secrecdo de insulina e glucagon. Esses dados
contribuem com o conhecimento da farmacologia e fisiologia comparativa de
componentes de venenos animais e para elucidar novos mecanismos relacionados a
etiologia e desenvolvimento da obesidade, bem como para a prevencdo e

tratamento da obesidade e do DM.

Palavras-chave: Obesidade; Diabetes melito; Peptideos; Veneno; Lagarto.



ABSTRACT

Comparison of the metabolic profile and functionality of pancreatic islets,
under the effect of exenatide, in experimental models of obesity and diabetes
mellitus in rats. 129p. Dissertation (Science). Butantan Institute, 2015.

Exenatide, a synthetic exendin-4 peptide isolated from the venom of Heloderma
suspectum lizard is among the most recent pharmacological resources for the
treatment of type 2 diabetes mellitus (DM2), with agonist effect on the receptor of
glucagon-like type 1 peptide hormone (GLP-1), and resistance to the hydrolysis by
dipeptidyl-peptidase IV (DPPIV). This drug has also been suggested as effective in
reducing food intake and body weight. However, its differential action on the
metabolic and morphometric profiles in animals models of DM induced by
streptozotocin (STZ) and obesity induced by monosodium glutamate (MSG) or high
calorie diet (DIO) is not fully understood. The present study compared these models
in relation to the gain of body weight (MC), as well as naso-anal length (CNA), Lee
index, food and fluid intake, oral glucose tolerance (OGTT), insulin tolerance (ITT),
mass of periepididymal and retroperitoneal fat pads, preprandial glucose,
triglycerides (TG), cholesterol (total, HDL, LDL and VLDL), glycated hemoglobin
(HbAlc), plasma protein, plasma osmolality, glucagon and insulin secreted by
isolated islets, and about the effects of exenatide on all these parameters (STZ-E,
MSG-E, DIO-E). DIO presented higher MC and CNA gain, Lee index, mass of
retroperitoneal fat pad, preprandial glucose, TG, total cholesterol, VLDL and HbAlc,
as well as lower food intake, glucose disappearance rate for ITT (Kitt) than healthy
control (C-S). MSG presented higher Lee index, mass of retroperitoneal and
periepididymal fat pads, preprandial glucose, TG, LDL and VLDL, as well as lower
food and fluid intake, Kitt and plasma protein than C-S. STZ presented lower MC
gain, mass of periepididyma and retroperitoneal fat pad, secreted insulin, tolerance to
glucose and insensitivity to insulin, as well as higher HDL, preprandial glucose and
HbAlc than C-S. The treatment with exenatide, for 20 consecutive days at human
therapeutic dose, had beneficial effects on important metabolic and morphometric

parameters in all groups, mainly in DIO-E, where it decreased MC gain, food intake,



mass and retroperitoneal fat pad, preprandial glucose, HbAlc, TG, VLDL, total
cholesterol and promoted insulin sensitivity. In MSG-E the preprandial glucose and
secreted insulin were increased, and the insulin sensitivity was ameliorated. In STZ-E
was increased and preprandial blood glucose and HbAlc were ameliorated without
changing in the secretion of insulin and glucagon. Data contribute to the knowledge
of the comparative pharmacology and physiology of compounds from animal venoms
and to elucidate new mechanisms involved in the etiology and development of

obesity, as well as to the prevention and treatment of obesity and DM.

Keywords: Obesity; Diabetes mellitus; Peptides; Venom; Lizard.



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

WHO World Health Organization

DM Diabetes melito

IDF International Diabetes Federation

DM1 Diabetes melito tipo 1

DMID Diabetes melito insulinodependente

DM2 Diabetes melito tipo 2

DMNID Diabetes melito ndo-insulinodependente
GLP-1 Peptideo glucagon-simile tipo 1

GLP-2 Peptideo glucagon-simile tipo 2

GLP-1R Receptor do GLP-1

GIP Peptideo insulinotrépico glicose-dependente
DPPIV Dipeptidil peptidase IV

VIP Peptideo intestinal vasoativo

HbAlc Hemoglobina glicada

PI3-q Fosfatidilinositol-3-quinase

Akt Proteina quinase B

C-S Controle - Sadio

MSG Glutamato monossédico / Animais que desenvolveram

obesidade hipotalamica

MSG-E Glutamato monossaodico / Animais que desenvolveram
obesidade hipotalamica e tratados com exenatida

DIO Dieta hipercaldrica / Animais que desenvolveram
obesidade dietética

DIO-E Dieta hipercalorica / Animais que desenvolveram

obesidade dietética e tratados com exenatida

STZ Estreptozotocina / Animais que desenvolveram diabetes
melito
STZ-E Estreptozotocina / Animais que desenvolveram diabetes

melito e tratados com exenatida

GLUT 2 Transportador de glicose tipo 2



GLUT 4
ATP
ADP
SNC
OGTT
ITT
AUC
Kitt

TG
HDL
LDL
VLDL
IDL
LPL
DCCT
UKPDS
CEUAIB
sc

ip

MC
CNA

Ln

BSA
NTS

Transportador de glicose tipo 4
Adenosina trifosfato

Adenosina difosfato

Sistema Nervoso Central

Teste de tolerancia oral a glicose

Teste de tolerancia a insulina

Area sob a curva

Taxa de decaimento da glicose
Triglicerideos

Lipoproteina de alta densidade
Lipoproteina de baixa densidade
Lipoproteina de muita baixa densidade
Lipoproteina de densidade intermediéria
Lipoproteina lipase

Diabetes Control and Complications Trial
United Kingdom Prospective Diabetes Study
Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan
via subcutanea

via intraperitoneal

Massa Corporal

Comprimento Naso-Anal

Logaritimo natural

Albumina do Soro Bovino

Nucleo do Trato Solitario



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Acbes do GLP-1 e os 6rgaos-alvo. O GLP-1, por meio de seu receptor de
GLP-1R, tem efeitos funcionais sobre uma variedade de tecidos. (CECCARELLI et
| T 0 ) RSP 30

Figura 2. Heloderma suspectum (Monstro-de-Gila). (a) Heloderma suspectum
cinctum; (b) Heloderma suspectum suspectum (BIOLIB site, 2014). ..........ccccvvvvnnnnn. 31

Figura 3. Fotomicrografia de ilhotas pancreaticas do rato, em corte histologico
transversal, coradas com tricbmio de Gomori (indicadas por setas vermelhas).
AUMENTO T8 200X ..evvviiiiiiiiiiiiiiiiiiite ettt ettt ettt ettt ettt et e e e ettt ee e e e ettt et eeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeees 50

Figura 4. Aspecto de ilhota pancreatica isolada de rato. Aumento de 100x. ........... 51

Figura 5. Percentual de ganho de MC dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-E

(n=9) em relacdo ao primeiro dia de INAUGAO0. . .............uuuuummmiiiiiiiiiiiiiiiiieneee 52

Figura 6. Percentual de aumento de CNA dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-

E (n=9) em relac&o ao primeiro dia de iNdUGAO0.............cceevuuiiiiiieeeieeeicee e, 53
Figura 7. indice de Lee dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-E (n=9)............... 54
Figura 8. Ingestdo de alimento dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-E (n=9)...55
Figura 9. Ingestéo de liquido dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-E (n=9)...... 56
Figura 10. Glicemia de jejum (a) e AUC (b) do Teste de Tolerancia Oral a Glicose

dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e

com tratamento com exenatida (DIO-E)........coooooeiiiiiiieee 57


file:///F:/Instituto%20Butantan/MESTRADO%20EM%20TOXINOLOGIA%202013-2015/Dissertação/Quinta%20versão%2012_01_2015/dissertação_patricia_v5_120115.docx%23_Toc408840933
file:///F:/Instituto%20Butantan/MESTRADO%20EM%20TOXINOLOGIA%202013-2015/Dissertação/Quinta%20versão%2012_01_2015/dissertação_patricia_v5_120115.docx%23_Toc408840933
file:///F:/Instituto%20Butantan/MESTRADO%20EM%20TOXINOLOGIA%202013-2015/Dissertação/Quinta%20versão%2012_01_2015/dissertação_patricia_v5_120115.docx%23_Toc408840933

Figura 11. Glicemia de jejum (a) e Kitt (b) do Teste de Tolerancia a Insulina dos
animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com

tratamento com exenatida (DIO-E)...........uuuiiiiiiiiie e a e 58

Figura 12. Massa do tecido adiposo periepididimal dos animais controles sadios (C-
S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida
(1 T = SRR 59

Figura 13. Massa do tecido adiposo retroperitoneal dos animais controles sadios (C-
S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida
(DIO E) . ettt ettt e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e na b raeaaes 59

Figura 14. Glicemia dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por
dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E)..........ccccceevieeeiiiiinn. 60

Figura 15. TG dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta

sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E).. .......ccccccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 60

Figura 16. Colesterol total dos animais controles sadios (C-S), com obesidade

induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E). ................. 61

Figura 17. HDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade
induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E).. ................ 61

Figura 18. LDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade

induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E).. ................ 62

Figura 19. VLDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade

induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E). ................. 62

Figura 20. HbAlc dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por

dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E)........ccccccocevviiiiiiiiiinnnnnns 63



Figura 21. Proteina plasméatica dos animais controles sadios (C-S), com obesidade
induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E).. ................ 63

Figura 22. Osmolalidade plasmatica dos animais controles sadios (C-S), com

obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E)..

Figura 23. Secrecdo de glucagon de ilhotas pancreéticas isoladas dos animais
controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com
tratamento com exenatida (DIO-E)..........ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 64

Figura 24. Secrecdo de insulina de ilhotas pancreéticas isoladas dos animais
controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com
tratamento com exenatida (DIO-E).........cccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 65

Figura 25. Percentual de ganho de MC dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e MSG-
E (n=11) em relacdo a primeira semana ap6s o desmame (42 semana =

porcentagem inicial, ganho = 0).. ..........uuiiiiiiiiiii 66

Figura 26. Percentual de ganho de CNA dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e
MSG-E (n=11) em relacdo a primeira semana apds o desmame (4% semana =

porcentagem inicial, ganho = 0). ... 67

Figura 27. indice de Lee dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e MSG-E (n=11)

obtido a partir da primeira semana ap0s o desmame (42 semana de vida)............... 68

Figura 28. Ingestdo de alimento dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e MSG-E

(n=11) obtida a partir da segunda semana ap6s o desmame (42 semana de vida). .69

Figura 29. Ingestéo de liquido dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e MSG-E (n=11)
obtida a partir da segunda semana apés o desmame (42 semana de vida).............. 70



Figura 30. Glicemia de jejum (a) e AUC (b) do Teste de Tolerancia Oral a Glicose
(OGTT) dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por glutamato

monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E)...................... 71

Figura 31. Glicemia de jejum (a) e Kitt (b) do Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)
dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por glutamato

monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E)...................... 72

Figura 32. Massa do tecido adiposo periepididimal dos animais controles sadios (C-
S), com obesidade induzida por glutamato monossodico sem (MSG) e com

tratamento com exenatida (MSG-E).........ccoorirriiiii e 73

Figura 33. Massa do tecido adiposo retroperitoneal dos animais controles sadios (C-
S), com obesidade induzida por glutamato monossddico sem (MSG) e com

tratamento com exenatida (MSG-E).........ccoorriiiiii e 73

Figura 34. Glicemia dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por
glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). ....74

Figura 35. TG dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por

glutamato monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E).....74

Figura 36. Colesterol total dos animais controles sadios (C-S), com obesidade
induzida por glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento com exenatida
ST T RSP 75

Figura 37. HDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade
induzida por glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento com exenatida
(M S G E) ..ttt nnnnnnnnn 75

Figura 38. LDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade
induzida por glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento com exenatida
Y = 76



Figura 39. VLDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade
induzida por glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento com exenatida
(Y = 76

Figura 40. HbAlc dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por

glutamato monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E).....77

Figura 41. Proteina plasmética dos animais controles sadios (C-S), com obesidade
induzida por glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento com exenatida
ST TR PSPPI 77

Figura 42. Osmolalidade plasmatica dos animais controles sadios (C-S), com
obesidade induzida por glutamato monossodico sem (MSG) e com tratamento com
EXENALAA (MSGE)....cii i e e e e e 78

Figura 43. Secrecdo de glucagon de ilhotas pancreéticas isoladas dos animais
controles sadios (C-S), com obesidade induzida por glutamato monossédico sem
(MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E).........ccccoeeeeeiriiiiiiiiiiiieeeeeeeeeinn, 78

Figura 44. Secrecdo de insulina de ilhotas pancreética isoladas dos animais
controles sadios (C-S), com obesidade induzida por glutamato monossodico sem
(MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E)..........ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeein, 79

Figura 45. Percentual de ganho de MC dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7) e STZ-E
(n=10) em relacéo a primeira semana apés o desmame (42 semana = porcentagem

T (ol = o =T ] o To Rl 0 ) TP 80

Figura 46. Percentual de ganho de CNA dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7) e STZ-E
(n=10) em relacdo a primeira semana ap0s o desmame (42 semana = porcentagem

INICIAl, ANNO = 0).. oo 81

Figura 47. indice de Lee dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7), STZ-E (n=10) obtido a

partir da primeira semana ap0s o desmame (42 semana de vida). ...........ccccevvvvennnnn. 82



Figura 48. Ingestédo de alimento dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7), STZ-E (n=10)

obtida a partir da primeira semana ap0s o desmame (42 semana de vida)............... 83

Figura 49. Ingestdo de liquido dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7), STZ-E (n=10)

obtida a partir da primeira semana ap0s o desmame (42 semana de vida)............... 84

Figura 50. Glicemia de jejum (a) e AUC (b) do Teste de Tolerancia a Glicose
(OGTT) dos animais controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina

sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E)........cccccviiiiiiiiiiiireeiiie e, 85

Figura 51. Glicemia de jejum (a) e Kitt (b) do Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)
dos animais controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem

(STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E).. ......oveeeiiiiiiiiiiiiiiii e, 86
Figura 52. Massa do tecido adiposo periepididimal dos controles sadios (C-S), com

DM induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-

Figura 53. Massa do tecido adiposo retroperitoneal dos controles sadios (C-S), com

DM induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-

Figura 54. Glicemia dos animais controles sadios (C-S), com DM induzido por

estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E).. ................. 88

Figura 55. TG dos controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina

sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E)........ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiice e 88

Figura 56. Colesterol total dos controles sadios (C-S), com DM induzido por

estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E).. ................. 89

Figura 57. HDL colesterol dos controles sadios (C-S), com DM induzido por
estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E).. ......ccc........ 89



Figura 58. LDL colesterol dos controles sadios (C-S), com DM induzido por

estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). .................. 90

Figura 59. VLDL colesterol dos controles sadios (C-S), com DM induzido por

estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). .................. 90

Figura 60. HbAlc dos animais controles sadios (C-S), com DM induzido por
estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E).. ................. 91

Figura 61. Proteina plasmatica dos controles sadios (C-S), com DM induzido por

estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E).. ................. 91

Figura 62. Osmolalidade plasmatica dos animais controles sadios (C-S), com DM

induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E)..

Figura 63. Secrecdo de glucagon de ilhotas pancreéticas isoladas dos animais
controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com

tratamento com exenatida (STZ-E).......cccceeeiiiiiiii i e 92

Figura 64. Secrecdo de insulina de ilhotas pancreaticas isoladas dos animais
controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com

tratamento com exenatida (STZ-E).......ccccceeiiiiiiiii i 93



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade, exclusédo e efetividade durante o periodo

EXPEIMENTAL ... 50

Tabela 2. MC absoluta e CNA dos grupos C-S de DIO no inicio do experimento (12

£ 1= ) R 51

Tabela 3. MC absoluta e CNA dos grupos C-S de MSG na primeira semana apos o

desSmMameE (42 SEIMANA). .......ceuuuuiiiiee e e eee et ee e e e e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e eeeeeenaaaanas 65

Tabela 4. MC absoluta e CNA dos grupos C-S de STZ na primeira semana apos 0

deSMAME (42 SEMEANEA). ..cceee e e e e e 79

Tabela 5. Comparacdo dos valores dos parametros morfométricos e metabdlicos
entre os modelos de obesidade MSG € DIO .......cccccciiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiieeeeee e 94



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt ettt sttt st seesreste e enee s 27
1.1. Obesidade e Diabetes Melito ........coooiiiiiiiiiiiiiii e 27
1.2. Peptideo glucagon-simile tipo 1 (GLP-1) e peptideo insulinotropico
glicose- dependente (GIP) ... 29
1.3. Heloderma suspectum (Monstro-de-Gila) ........cccccevvvviiiiiiiiiiie e 30

1.4. Farmacos agonistas do receptor de GLP-1 e resistentes a hidrolise pela

P PV e e et 31
1.5. Modelos experimentais de obesidade € DM ........ccccoeviieiiiiiieiveiiiiiiiiii . 32
1.5.1. Inducéo da obesidade pelo acido L-glutamico sal monossodico (MSG) ........ 32

1.5.2. Inducao da obesidade por dieta rica em gordura e acucar (dieta de cafeteria —

15 ) SRR 33
1.5.3. Inducéo da DM pela ablagcédo quimica da producéo de insulina (STZ) .......... 33
1.6 Parametros morfomeétricos € metabOliCOS ........uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeies 34
1.6.1. MC, CNA, indice de Lee e adiposidade ...........ccooeeiiiiiii s 34
1.6.2. Ingestéo de liquido € aliMeNntO ..........ccooiiiiiiiiiieiiiiiee e 35

1.6.3. Teste de Tolerancia Oral a Glicose (OGTT) e Teste de Tolerancia a Insulina

LI T PP RRRR 35
1.6.4. Teores de TG e colesterol (total, LDL, HDL € VLDL) ....cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiie 36
1.6.5. Osmolalidade plasmatica, proteina plasmatica € HDALC .......cccvvvvvvveeeennnennn. 37
1.6.6. O pancreas e as ilhotas panCreatiCas ............cccceeeeeeeeeiieiiciieiiiiee e, 39
2. JUSTIFICATIV A et e e e e e et eaeeaee e 41
3. L0 ] = T8 1 I Y L 42
0t I 7T - T 42
3.2, ESPECITICOS it e ———— 42
4. MATERIAIS E METODOS ......coviveiieeeeeeeee et en e en e eve st ne e 43
4.1, ANIMaIS € trat@meENtO ......uuueieiiiiiiii e e e e e e e e e e e eeeeee e eaeaaanne 43
4.1.1. Obesidade induzida por glutamato monossodico (MSG) ........ccccceveveeiiiinnnnnne 43
4.1.2. Obesidade dietétiCa (DIO) .....uuuruuuiiiieiiiee e e e e 44
4.1.3. DM induzido por estreptozotoCing (STZ) .....cccuviiieiiiiiiiie e e e 44
4.2. Ingestéo de alimento € liQUIdO .......ooooiiiiiiiiiiiiiiiceee e 45

4.3. MC, CNA, indice de Lee e adipoSidade .........cccceeveureeeveeeeeceeeeeeeeee e 45



N © [ I =T I I I 46
4.5. Obtencao do plasma e teores de TG e colesterol (total, LDL, HDL e VLVL)
................................................................................................................................... 46
4.6. Osmolalidade plasmatica, proteina plasmatica e HbA1C ......................... a7
4.7. Isolamento de ilhotas pancCreatiCas .......cccccoccuvieiiiiiiniiiieeee e 47
4.8. Incubacgdo de ilhotas panCredtiCas ........ccceeveeeiiiiiiiiiien e 48
4.9. Teores deinsulina e glucagon ... 48
4.10. Andlise e apresentacdo doS dadOsS ........cceevvviviiiiiiiiiiiiie e 49
5. RESULTADOS ...t e e e e e e e et e e e e e e 50
5.1. Mortalidade, excluséo e efetividade dos tratamentos ..........ccccccvveeeerennn. 50
ST 1 [ R USRS 51
ST T /1 R OTPPRPR 65
G T 1 79
5.5. Comparacdo dos parametros morfométricos e metabdlicos entre os
modelos de obesidade MSG € DIO .....coovviiiiiiiiiiiiicciiieeeeee e 93
B.  DISCUSSAOD ..ottt ettt 95
6.1. Pardmetros morfomeétricos e metabOliCoS ........occcviviiiiiiiiiii e, 95
G 01 I 15 0 95
B.1.2. MISG ..o e e e e e e e e a e aaeeaans 100
ST G TS 1SRRI 102
6.2. Comparacdao das alteracBes, sob estudo, entre os modelos de obesidade
ST > I 1 PP 104
6.3. Efeitos da exenatida na obesidade @ DM .........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 105
6.4. SUMArIO dOS reSUItAUOS ..uveieiiiiiieieeee e e e e e e 106
7. CONCLUSOES ...ttt et en et en e 108
8. PERSPECTIVAS oo e e e e e e e e aaans 109

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 110



1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade e Diabetes Melito

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO) como
acumulo excessivo de gordura que pode prejudicar a saude. Segundo a WHO
(2015), em 2014, mais de 1,9 bilhdo de adultos, acima dos 18 anos, estavam acima
do peso e, deste total, mais de 600 milhdes eram obesos. Com relacédo a obesidade
infantil, em 2013, 42 milhdes de criangcas com idade inferior a 5 anos encontravam-
se acima do peso ou ja apresentavam obesidade (WHO, 2015). O desenvolvimento
da obesidade é influenciado por diversos fatores bioldgicos e psicossociais, incluindo
predisposicao genética, disfuncbes enddcrinas e padrdes dietéticos (HALPERN e
MANCINI, 1996). Desde a descoberta da leptina, o produto do gene ob (ZHANG et
al., 1994), os estudos desta doenca convergem para a tentativa de identificar os
substratos moleculares e sinalizadores metabdlicos relacionados, principalmente,
com a motivacdo para a ingestdo de alimento. As consequéncias do desequilibrio
energético na obesidade englobam doencas cardiovasculares, desordens
musculoesqueléticas, alguns canceres e o diabetes melito (DM). Segundo a
International Diabetes Federation (IDF, 2005), a sindrome metabdlica ou
plurimetabdlica, chamada anteriormente de sindrome X, caracterizada pela
associacao de fatores de risco para as doencas vasculares e cardiacas, possui uma
estreita relacdo com hipercolesterolemia, pré-DM, DM e obesidade visceral.

A DM é uma doenca complexa, com diferentes tipos e graus, em que ocorrem
modificacdes importantes na interacdo metabdlica entre 6rgdos e cuja disfuncéo
marcante € a hiperglicemia cronica, especialmente em consequéncia do
desequilibrio entre a producao, sinalizacdo e a secrecdo de insulina. A deficiéncia ou
a auséncia da producéo de insulina, que podem ser provenientes de danos virais,
doencas autoimunes as células beta-pancreaticas ou hereditariedade, caracterizam
0 quadro de DM tipo 1 (DM1, ou DM insulinodependente [DMID]), enquanto que
problemas da via de sinalizacéo e a disfuncao dos receptores de insulina, tornando-
0s insensiveis a este hormdnio, caracterizam o DM tipo 2 (DM2, ou DM néo-
insulinodependente [DMNID]) (GINSBERG e MACCALLUM, 2009). O DM1
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geralmente se manifesta em pessoas com menos de 30 anos e tem como principais
fatores de risco doengas autoimunes, infec¢des virais e antecedentes familiares. O
DM2 ocorre devido ao excesso de peso e, além desse, tem como principais fatores
de risco o estresse psicolégico ou emocional, gestacéo, certos medicamentos, idade
acima de 40 anos e antecedentes familiares. De particular interesse € a interagdo da
insulina com reguladores anabdlicos e catabodlicos. Esta interacdo abrange varios
niveis, por meio de sinais enddcrinos e neurais, em grande parte exercidos por
peptideos e integrados, principalmente, pelo hipotalamo. Atualmente, ha um novo
conceito na etiopatogenia do DM2, o qual propde que a combinacao de disfuncdes
das células beta-pancreaticas e resisténcia a insulina, ndo somente nos seus
tecidos-alvos classicos, contribui para a doenca. Neste sentido, destaca-se a
importancia da interrupcdo da transmissdo do sinal de insulina cerebral e sua
relacdo direta com doencas metabdlicas. A deficiéncia nesta sinalizagcdo € um elo
entre a obesidade e o DM. No entanto, paradoxalmente, as abordagens atuais
usadas para a prevencao e tratamento do DM2 induzem muitos efeitos adversos, em
particular a propria obesidade e, portanto, podem dar inicio a um ciclo vicioso de
problemas (GEROZISSIS, 2008; ASHCROFT e RORSMAN, 2012). Em modelos
experimentais (administracdo intracerebral de estreptozotocina) tem sido
evidenciado um suposto tipo de DM, denominado "tipo 3" (STEEN et al., 2005), em
gue os niveis de glicose no sangue ndo sao elevados e a arquitetura pancreatica e
imunorreatividade para a insulina sdo semelhantes aos dos controles normais,
enquanto o cérebro é reduzido em tamanho e mostra sinais de degeneracéo
associada a perda celular e anomalias nos mecanismos de sinalizagédo da insulina e
somatomedinas C (IGF-1) e A (IGF-2) (LESTER-COLL et al., 2006; ARAB et al.,
2011). O numero de portadores de DM em 2011 no Brasil era de aproximadamente
12,4 milhdes. Para 2030, a previsdo mundial é de 552 milhdes (IDF, 2011). Destes,
2% se tornam cegos e 10% adquirem graves problemas visuais devido a retinopatia;
50% apresentam neuropatias (e.g. dores e fraqueza nas extremidades); 10-20%
morrem por faléncia renal; e 50% morrem de doenca cardiovascular; cerca de 4,6
milhdes morreram por causa do DM em 2011 (IDF, 2011). A WHO projeta para 2015
um aumento de 50% nesse indice de mortalidade. Esses dados epidemiolégicos sé&o

suficientes para explicar a intensa busca por agentes que combatam a sindrome
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metabdlica, reduzindo os elevados indices de mortalidade para as doencas

relacionadas.

1.2 Peptideo glucagon-simile tipo 1 (GLP-1) e peptideo insulinotropico
glicose-dependente (GIP)

O GLP-1 e o GIP séo as principais incretinas do organismo humano. Sao
horménios intestinais secretados em resposta a ingestdo de nutrientes, o que
estimula a secre¢do de insulina dependente de glicose. Até dois tercos da insulina
normalmente secretada em resposta a ingestdo de alimento sdo devidas a acéo
insulinotrépica do GLP-1 e GIP (NISWENDER, 2010; KASAKO, 2011). O GIP é um
peptideo produzido nas células enteroenddcrinas K (KASAKO, 2011). O horménio
GLP-1 é um produto do processamento pés-traducional da molécula do proé-
glucagon, que além de GLP-1 contém o peptideo glucagon-simile tipo 2 (GLP-2) e
glucagon. O GLP-1 é produzido pelas células enteroenddcrinas L presentes no ileo
distal e no cdlon, e secretado na corrente sanguinea, na forma reduzida GLP-1 (7-
36), quando ha nutrientes no duodeno, apds esvaziamento gastrico (GORRELL,
2005; DOYLE e EGAN, 2007; NISWENDER, 2010). Os niveis plasmaticos normais
de GLP-1 pré-prandiais estao entre 5-10 pmol/L e pds-prandiais entre 15-50 pmol/L
(KASAKO, 2011). Além da acédo insulinotrépica, o GLP-1 inibe a secrecdo de
glucagon, retarda o esvaziamento gastrico, induz a saciedade e promove o0 aumento
da massa de células beta-pancreéaticas, bem como sua resisténcia a apoptose
(Figura 1) (DRUCKER e NAUCK, 2006). E importante destacar que,
fisiologicamente, o GLP-1 ndo causa hipoglicemia, pois ele ndo estimula a secrecéo
de insulina, exceto se a glicemia alcancar nivel maior que cerca de 5 mM (CLAUS et
al., 2007). Desta forma, ele traz beneficios terapéuticos no DM2. No entanto, sua
meia-vida é de menos de 3 minutos, sendo a enzima dipeptidil-peptidase IV (DPPIV)

a principal responsavel por seu catabolismo.
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Figura 1. Agbes do GLP-1 e os drgdos-alvo. O GLP-1, por meio de seu receptor (GLP-1R), tem efeitos
funcionais sobre uma variedade de tecidos. (CECCARELLI et al., 2013).

lsxcmcao de albumina

1.3 Heloderma Suspectum (Monstro-de-Gila)

O Heloderma suspectum € o principal lagarto dos Estados Unidos (RUSSELL
e BOGERT, 1981), e uma das poucas espécies de lagartos venenosos do mundo
(CHEN e DRUCKER, 1997; FRY et al., 2006), sendo encontrado também no México.
Ele possui lingua bifurcada, corpo atarracado com aproximadamente 60 centimetros
de comprimento e uma cauda curta (RUSSELL e BOGERT, 1981). A pele é
composta por escamas 6sseas, uma caracteristica incomum nos répteis atuais
(RUSSELL e BOGERT, 1981). Padrbes distintos de coloracdo, sob fundo preto,
distinguem as duas subespécies: o Heloderma suspectum cinctum (Figura 2a)
possui, ao longo do dorso, faixas paralelas, e o Heloderma suspectum suspectum
(Figura 2b) possui manchas, com padrao reticulado de coloragéo rosa ou alaranjada
(RUSSELL e BOGERT, 1981).

A saliva venenosa é produzida em glandulas salivares modificadas,
localizadas no maxilar inferior, ao contrario das serpentes, cujo veneno € produzido
no maxilar superior (RUSSELL e BOGERT, 1981). O Heloderma suspectum nao
possui musculatura necessaria para forcar a inoculacdo do veneno, o qual é
impelido da glandula para o dente através da mastigacdo (RUSSELL e BOGERT,
1981). O veneno é transportado para a area externa do dente, onde entrara em
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contato com a presa, por meio de um canal (RUSSELL e BOGERT, 1981). Se
ameacgados, promovem um ataque rapido e sua mordida é relatada como
extremamente dolorosa para 0s seres humanos, podendo acarretar Obito, o que
parece ser raro (RUSSELL e BOGERT, 1981).

Figura 2. Heloderma suspectum (Monstro-de-Gila). (a) Heloderma suspectum cinctum; (b)
Heloderma suspectum suspectum (BIOLIB site, 2014).

1.4 Farmacos agonistas do receptor de GLP-1 e resistentes a hidrolise pela
DPPIV

Partindo de observacdes de que o veneno do monstro-de-Gila (Heloderma
suspectum) estimula, in vitro, a secrecdo pancreatica (RAUFMAN et al., 1982),
chegou-se a descoberta, neste veneno, de peptideos estruturalmente analogos ao
peptideo intestinal vasoativo (VIP) — acao hipotensora — e a secretina. S80 esses 0S
peptideos helospectina-1, helospectina-2 (PARKER et al.,, 1984) e helodermina
(HOSHINO et al., 1984). No mesmo veneno, 0 peptideo exendina-4 foi isolado e
mostrou-se agonista do receptor de GLP-1 (GLP-1R), possuindo assim as mesmas
acbes do GLP-1 endbégeno, com a vantagem de ser resistente a degradacao
enzimatica pela DPPIV (DOYLE e EGAN, 2007), o que proporciona uma meia-vida
maior que a observada para o GLP-1, assim prolongando os efeitos
antidiabetogénicos (GIORGINO et al., 2006). Nesse sentido, a exendina-4 foi
transformada no medicamento exenatida (Byetta®) (Amylin-Lilly). O Byetta®,
Victoza® (liraglutida, Novo Nordisk) (analogo da exenatida com 97% de similaridade
estrutural com o GLP-1), Bydureon® (Amylin Pharmaceuticals) (exenatida de
liberagéo prolongada por microesferas biodegradaveis) e a Lyxumia® (Lixisenatida,
Sanofi) (versdo sintética e modificada da exendina-4, da qual foi removido o residuo

de prolina e adicionados seis residuos de lisina na por¢cdo C terminal) s&o
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atualmente considerados os recursos farmacolégicos mais eficientes (maior eficacia
e menor risco) para o0 DM2 (DRUCKER e NAUCK, 2006; KENDALL et al., 2009;
PAINTER, et al.,, 2013; SHELLEY e KEATING, 2013). Estudos recentes mostram
qgue a administracdo de exenatida promove a reducdo da ingestdo de alimento e a
reducdo de peso em individuos obesos (HAYES et al., 2011; LIANG et al., 2013),
bem como a melhora de alteracdes celulares em modelos de DM relacionados a
doenca de Alzheimer (CHEN et al., 2012). Ha relatos de que 10 ug de exenatida,
administrada duas vezes ao dia, resulta numa reducdo de 0,9% de hemoglobina
glicada (HbAlc) de pacientes diabéticos, dentre os quais 60% alcancaram niveis
menores que 7% (KASAKO, 2011). Em testes clinicos, 40-50% dos pacientes
produziram anticorpos (baixa titulacdo, 1/125) contra a exenatida, mas com baixa
avidez, o que parece nao prejudicar sua eficiéncia terapéutica (DEFRONZO et al.,
2005).

1.5 Modelos experimentais de obesidade e DM

1.5.1 Inducédo da obesidade pelo acido L-glutdmico sal monossaédico (MSG)

O hipotalamo desempenha papel central no controle da ingestdo de alimento
e homeostase energética. Estd comprovado que a destruicdo de centros
hipotalamicos especificos induz o que, classicamente, se define como obesidade
hipotalamica ou “central” (BRAY et al., 1981; WYNNE et al., 2005). Sabe-se que na
evolucdo para o estagio mais grave da obesidade ocorre neuroinflamacdo, com
aumento da apoptose neuronal (WILLIANS, 2012; PURKAYASTHA e CAlI, 2013), a
qual o modelo de administracdo neonatal de MSG mimetiza. Essa administracéo é
reconhecida por produzir lesdes no nucleo arqueado e na eminéncia mediana, por
meio de excitotoxicidade (LEIGH et al.,1992; DOLNIKOFF et al., 2001). Apés
repetidas doses de MSG, os animais tornam-se obesos na vida adulta, segundo
parametros biométricos como o indice de Lee (BERNARDIS e PATTERSON, 1968;
NAKAGAWA et al.,, 2000) e a medida de hipertrofia adipocitica (NEMEROFF et
al.,1978; DOLNIKOFF et al., 2001). O indice de Lee é a razao entre massa corporal
(MC) e o comprimento naso-anal (CNA) (BERNARDIS e PATTERSON, 1968;
NAKAGAWA et al., 2000). A hipertrofia (ou hiperplasia) adipocitaria pode ser
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reconhecida por meio da medida de massa dos depdsitos de gordura periepididimal
e retroperitoneal (BERNARDIS e PATTERSON, 1968; MACHO et al., 2000). Em
relacdo aos animais normais, aqueles que recebem tratamento com MSG vém
sendo descritos como apresentando menor crescimento e MC absolutos, enquanto
sdo0 maiores 0s depositos de gordura e a MC relativamente ao tamanho
(KAUFHOLD et al., 2002). Este modelo experimental de obesidade induzida por
MSG tem sido caracterizado pela auséncia de hiperfagia (BUNYAN et al., 1976) e
decréscimo da secrecdo de horménio do crescimento (BLOCH et al.,1984; SHAPIRO
et al., 1986), bem como hiperinsulinemia (SCALLET e OLNEY, 1986; MATYSKOVA
et al., 2008), corticosteronemia, hiperleptinemia (PERELLO et al.,, 2004,
MATYSKOVA et al., 2008) e atrofia da hipdfise, gbnadas e nervos opticos
(MATYSKOVA et al., 2008). Sob privacdo de alimento, ratos obesos MSG tém
atividade DPPIV plasmatica diminuida comparativamente a ratos normais (ALPONTI
e SILVEIRA, 2010), a qual, como ja comentado, hidrolisa GLP-1, o que permitiria o
aumento da disponibilidade desse peptideo no plasma, por sua vez contribuindo

para a diminuicdo da MC desses animais.

1.5.2 Inducdo de obesidade por dieta rica em gordura e acUcar (dieta de
cafeteria - DIO)

Além dos estudos com base em mutacfes genéticas, reproducdo seletiva e
manipulacdes fisiologicas, é importante a abordagem da obesidade com base na
interacdo dos fatores genéticos e fisiologicos com aspectos ambientais e dietéticos.
A tendéncia dos estudos neste contexto € explorar as respostas de animais
experimentais a ingestdo de elevadas quantidades de gorduras e acucar, a
denominada dieta de “cafeteria”’, tentando mimetizar a situagdo globalmente
disseminada de adesdo humana a este tipo de dieta (YUONG e KIRKLAND, 2007;
SPEAKMAN et al., 2008). Neste sentido, h& ainda o interessante conceito de adi¢éo
alimentar e a possibilidade de identificar, nestes modelos, os substratos neurais
deste fendmeno (AVENA et al., 2008).

1.5.3 Inducgéo da DM pela ablagéo quimica da producéo de insulina (STZ)
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A administracdo de estreptozotocina (STZ) € um método reconhecidamente
eficiente e simples, embora ndo igualmente eficaz em todos os animais, de
promover experimentalmente o DM (TAKADA et al.,2007). As vias endovenosa e
intraperitoneal sao utilizadas na administracdo da STZ. Na via intraperitoneal, a STZ
€ administrada comumente em pH 4,5, em dose Unica entre 30-90 mg/kg MC
(NISHIMURA e KURIYAMA, 1985; AKAISHI e HOMMA 1992; PESCE et al., 1994,
TAKAHASHI e OSAWA, 1994; MARTIN et al., 1995; WAN et al., 2000; ADEGHATE
et al., 2001; USTA et al.,, 2003; WOLD et al.,, 2003; ZAMBOTTI-VILLELA et al.,
2007a, 2007b, 2008).

A STZ, 2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosureido)-D-glicopiranose, (CgH1sN307), € um
analogo da N-acetilglucosamina que apresenta citotoxicidade seletiva para as
células beta do pancreas (HERR et al., 1967). A STZ é rapidamente transportada
para o interior das células beta, via transportador de glicose do tipo 2 (GLUT 2)
(CARDINAL et al., 1999; SZKUDELSKI, 2012). Os mecanismos pelos quais atua na
inducdo do DM néo estéo totalmente elucidados (KONRAD et al., 2001). Tem sido
proposto que estejam relacionados, entre outros fatores, com a geracéo de radicais
livres, como o anion superoxido, o peréxido de hidrogénio e o 6xido nitrico, os quais
resultam na fragmentacdo do DNA, estimulando a poli-(ADP ribose)-sintetase
nuclear e, entdo, depletando NAD+ e NADP+ intracelulares, os quais inibem a
sintese de pro-insulina e induzem o DM (SZKUDELSKI, 2012).

1.6 Parametros morfométricos e metabdlicos

1.6.1 MC, CNA, indice de Lee e adiposidade

A MC e a adiposidade sdo os principais parametros a serem avaliados em
estudos sobre obesidade, pois indicam a efetividade do modelo adotado como
indutor da doenca. A reducdo da MC e da massa de tecido adiposo branco
(adiposidade) propicia a reducdo do risco de aparecimento de morbidades
associadas a obesidade (DEFRONZO et al., 2005). O indice de Lee pode ser
utilizado para indicar o grau de obesidade (BERNARDIS e PATTERSON, 1968;
NEMEROFF et al., 1978;SERESS, 1982). Historicamente, em 1929, Lee considerou

que a proporgcéo entre MC e o CNA poderia ser utilizada como um indicativo do
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estado nutricional saudavel em ratos, considerando 0,3 como valor normal.
Posteriormente, outros pesquisadores encontraram uma correlagcdo entre esse
indice e a percentagem de gordura corporal e sugeriram que ele poderia ser
utilizado como um indicador de obesidade razoavelmente preciso e de rapida
obtencdo (SZENTAGOTHAI et al., 1962; BERNARDIS e PATTERSON, 1968). O
parametro adiposidade corresponde a quantidade de tecido adiposo no organismo,
sendo representada pela massa de um ou mais depdsitos de tecido adiposo, como,
por exemplo, o periepididimal e o retroperitoneal. A leptina e a insulina estéao
relacionadas com este parametro. A producéo de leptina pelos adipécitos é regulada
pela quantidade de massa de tecido adiposo visceral (retroperitoneal) e subcutaneo.
Por sua vez, a insulina potencializa os efeitos da leptina, além de atuar no controle
da adiposidade, funcionando de forma distinta no sistema nervoso central (SNC),
onde tem acdo catabdlica, e na periferia, onde tem acdo anabdlica, porém
equilibrada para promover a euglicemia e a composicdo corporal ideal
(NISWENDER et al., 2004).

1.6.2 Ingestéo de liquido e alimento

Em estudos com roedores, a administracdo de GLP-1 reduziu
significativamente a ingestao alimentar (VAN DIJK e THIELE, 1999). Esta reducéo e
consequente diminuicdo do ganho de MC também foram observadas na
administracdo de um analogo de GLP-1, o NN2211, em macacos rhesus, em
camundongos db/db obesos e ratos diabéticos Zucker (MEIER et al., 2002).

A ingestdo de liquido € um parametro importante, visto que sua variacao
acarreta alteracdes osmoticas e eletroliticas no sangue, culminando em problemas
renais. Animais diabéticos apresentam polidipsia, a qual se deve a
hiperosmolalidade sanguinea, em razdo de altos niveis de glicose circulante. A
desidratacdo intracelular €& percebida pelos osmorreceptores cerebrais,
desencadeando sede intensa (LERCO et al., 2003; ZHENG et al., 2011).

1.6.3 Teste de Tolerancia Oral a Glicose (OGTT) e Teste de Tolerancia a insulina
(ITT)
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O OGTT, em humanos, consiste na ingestao oral de 75 g de glicose em cinco
minutos, com determinacdes da glicemia e insulinemia a cada 15 ou 30 minutos,
durante 2 ou 3 horas. A razdo entre a glicemia e insulinemia, em termos absolutos
ou considerando o incremento sobre o basal, é calculada para cada ponto da curva
e, também, para toda a curva (AUC = area sobre a curva). Quanto menor o
incremento na glicose por unidade de insulina, mais sensivel sera o individuo
testado (GELONESE e TAMBASCIA, 2006). Na literatura existem divergéncias
quanto a realizacdo do OGTT em animais experimentais: o tempo de jejum varia
entre 6 a 15 horas antes do inicio do experimento, a sobrecarga de glicose em ratos
ou camundongos geralmente varia entre 1g/Kg ou 2g/kg do animal, a duracdo do
experimento entre 2 horas a 3 horas e coleta de sangue, via caudal, em intervalos
que podem variar entre 15 a 30 minutos e com o0 animal experimental nao
anestesiado (AMARAL et al., 2010; FERREIRA et al., 2012).

As alteracdes da glicose plasmatica de jejum estéo relacionadas ao aumento
da producédo hepatica de glicose e a diminuicdo global da secrecéo de insulina. Por
outro lado, o aumento da glicose plasmatica apds a sobrecarga oral de glicose
depende da diminuicdo do pico inicial de secrecao de insulina, que é um mecanismo
da patogénese do DM mais precoce do que a diminuicdo global da producado de
insulina (GROSS et al., 2002).

A primeira técnica desenvolvida para avaliar a sensibilidade a insulina de
forma direta in vivo foi o ITT. O método mais frequentemente utilizado na atualidade
consiste na injecdo, em bolus, de 1U/Kg de insulina regular, sendo avaliada a taxa
de decaimento da glicose (Kitt) ao longo de 15 minutos apés a injecdo de insulina.
Esta queda da glicose € determinada por dois fatores: supressdo da producédo
hepatica de glicose e pelo estimulo a captacdo de glicose pelos tecidos
insulinossensiveis. A interpretacdo do Kitt se baseia na premissa de que quanto
mais rapida e intensa for a queda da glicose, mais sensivel o individuo é a insulina.
O indice corresponde a queda da glicose expressa em %/minuto. Assim, quanto
maior o Kitt, maior a sensibilidade a insulina (GELONESE e TAMBASCIA, 2006).

1.6.4 Teores de triglicérides (TG) e colesterol (total, LDL, HDL, VLDL)

As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) transportam triglicerideos

(TG) e colesterol (GRUNDY et al., 1999; LOTTENBERG, 2009). As lipoproteinas de
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baixa densidade (LDL) transportam colesterol e TG (GRUNDY et al., 1999;
LOTTENBERG, 2009). A medida que TG é removido do VLDL pela lipoproteina
lipase (LPL), a composicdo dessa molécula muda tornando-a lipoproteina de
densidade intermedidria (IDL) (SCHIAVO et al., 2003) e, parte desta IDL
posteriormente se transformar4d em LDL, também por remogédo de TG pela LPL
(MARZZOCO e TORRES, 2010; KLOP et al.,, 2013). A glicose circulante &
transformada em glicerol, por meio da via classica de sintese de TG, a partir da acédo
da enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase (MARZZOCO e TORRES, 2010), o qual
associado aos acidos graxos livres leva ao aumento da formacdo de TG (HIMAYA et
al., 1997). O TG estimula a producédo de VLDL pelo figado, a qual é responsavel
pelo seu carreamento até o tecido adiposo, onde é armazenado (KLOP et al., 2013).
Estudos sobre a elevacdo de TG no soro mostram sua associacdo com o aumento
do risco de doencas coronarianas (SCHIAVO et al., 2003) e ha evidéncias de que a
hipertrigliceridemia € um fator de risco independente para estas doencas (NAKAYA,
2002), por meio de um efeito aterogénico direto das lipoproteinas ricas em TG,
particularmente VLDL (LIBBY, 2001). O tamanho das particulas de VLDL liberadas
depende da disponibilidade de TG no figado. As VLDL muito grandes, ricas em TG,
sdo secretadas quando esta ocorrendo sintese excessiva de TG hepético, como na
obesidade, no DM2 e no excesso de consumo de &alcool. Em contrapartida, as
pequenas VLDL sdo secretadas quando a disponibilidade de TG, mas ndo de
colesterol, é diminuida (WYNGAARDEN e SMITH, 1990). Embora a sintese
acentuada de TG possa levar a um aumento da eliminacdo do mesmo, nao ocorre 0
aumento do numero de particulas de VLDL liberadas, mas sim a liberacdo de
particulas maiores, contendo mais TG (WYNGAARDEN e SMITH, 1990). A elevacéao
rapida de TG reflete um incremento de VLDL (WYNGAARDEN e SMITH, 1990). E
comum encontrar hipertrigliceridemia acompanhada de aumento do colesterol total e
do LDL e diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL) (SCHIAVO et al., 2003;
ESTADELLA et al., 2004; CHUFFA e SEIVA, 2013).

1.6.5 Osmolalidade plasmatica, proteina plasmatica e HbAlc

Osmolalidade € uma unidade de concentracdo relacionada com a molalidade

(NATOCHIN et al., 2012). Ela é baseada n&o nos moles de soluto, mas nos moles
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de particulas por quilograma de solvente, os quais sdo o fator determinante da
osmose. Medidas de osmolalidade, em amostras de plasma e/ou urina, auxiliam no
diagnéstico de desordens de fluidos corporais e frequentemente sdo solicitadas para
avaliacdo de terapia por dialise e administracdo endovenosa de fluidos (NATOCHIN
et al., 2012).

A osmolalidade normal do soro sanguineo, em humanos, é de 290 mOm/kg. A
hipo-osmolalidade do plasma ou soro sanguineos indica uma quantidade de agua
maior que a usual em relacédo as particulas dissolvidas, indicando problemas como:
hiper-hidratacdo, hiponatremia e estimulo da secrecdo inapropriada do horménio
antidiurético (NATOCHIN et al., 2012). Ja a hiperosmolalidade do plasma ou soro
sanguineos indica uma condicdo inversa, em que ha uma quantidade de agua
relativamente menor, relacionada a problemas como: desidratacéo, hiperglicemia,
hipernatremia, intoxicacbes exdégenas por etanol, metanol ou polietilenoglicol, e
diabetes insipidus (NATOCHIN et al., 2012).

As proteinas plasmaticas tém diversas funcbes importantes, dentre elas o
transporte de moléculas, manutencdo da pressdo osmoética sanguinea,
tamponamento de alteragcbes do pH, nutricdo, imunidade humoral, atividade
enzimatica, coagulacdo e resposta de fase aguda (Proteinas site, 2014). A albumina
€ a proteina mais abundante, representando entre 40 a 60% do total de proteinas do
plasma (Proteinas site, 2014). A quantificacdo das proteinas totais € normalmente
adotada para diagnosticar problemas nutricionais, doenca renal ou hepatica
(Proteinas site, 2014).

A HbAlc, é também denominada hemoglobina glicosilada ou glico-
hemoglobina, conhecida, mais recentemente, apenas como Alc (NETTO et al,
2009). O termo "hemoglobina glicada" refere-se a um conjunto de reacdes entre a
hemoglobina A e alguns acucares. O processo de glicacdo de proteinas envolve
uma ligacdo nao enzimatica permanente, principalmente com a glicose (UIRLCH e
CERAML, 2001). A HbAlc é um componente menor da hemoglobina, sendo os
valores de referéncia entre 4 a 6%. Niveis acima de 7% estdo associados a um risco
progressivamente maior de complicacbes como o DM (NETTO et al.,, 2009;
MCQUEEN et al., 2014).

Embora seja utilizada desde 1958 como uma ferramenta de diagndéstico na

avaliacdo do controle glicémico em pacientes diabéticos, a dosagem da HbAlc

38



passou a ser cada vez mais empregada e aceita pela comunidade cientifica ap6s
1993, depois de ter sido validada por meio dos dois estudos clinicos mais
importantes sobre a avaliacdo do impacto do controle glicémico sobre as
complicacBes crénicas do DM: o Diabetes Control and Complications Trial (DCCT)
(1993) e o United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) (1998) (NETTO et
al., 2009). A dosagem da HbAlc fornece informacdes acerca do indice retrospectivo
da glicose plasmatica (BRY et al., 2001). A grande vantagem deste parametro esta
no fato de nédo sofrer grandes flutuacdes, bem como estar diretamente relacionada
ao risco de complicagbes em pacientes com DM1 e DM2 (DCCT RESEARCH
GROUP, 1993).

1.6.6 O pancreas e as ilhotas pancreaticas

O péncreas € um o6rgdo glandular que apresenta uma forma alongada e
cOnica, situado transversalmente na parte superior da cavidade abdominal (BUSIAH
et al., 2014). E possivel distinguir trés segmentos distintos no pancreas: a cabeca,
que corresponde a porcdo mais larga, orientada para a direita e adjacente ao
duodeno, onde descarrega suas secrecdes digestivas; o corpo, que corresponde a
porcdo central e mais extensa, a qual cruza a cavidade abdominal até a esquerda,
por tras do estdbmago e a frente da coluna vertebral; e a cauda, que corresponde a
porcdo mais fina e estreita, prolongando-se até a parte esquerda do abdémen,
préximo ao baco (BUSIAH et al., 2014). O pancreas € dividido em duas regides: o
pancreas exocrino, encarregado da sintese e secre¢do de enzimas digestivas, € 0
pancreas enddécrino, responséavel pela sintese e secrecao de horménios (JONES et
al., 2000). Embriologicamente, as células das ilhotas pancreéaticas originam-se ao
longo do sistema tubuloductal do péancreas (JONES et al., 2000). No adulto, a
maioria das ilhotas mede de 100 a 200um e consiste em quatro tipos de células
principais: células beta, que sdo produtoras de insulina; células alfa, que sao
produtoras de glucagon; células delta, que contém somatostatina; e células PP, que
contém o polipeptideo pancreatico (JONES et al., 2000). Em estudos com animais
experimentais, o tratamento com GLP-1 comprovadamente aumentou a massa de
células beta e manteve a funcdo dessas células (ANDREAZZI et al., 2009;
SVIDNICKI et al., 2013). Os efeitos do GLP-1 sobre as células beta podem ser

39



agudos, subagudos ou cronicos (DRUCKER, 2003). De forma aguda, o GLP-1
amplia a secrecdo de insulina dependente da glicose, ao passo que os efeitos
subagudos incluem a estimulacdo da transcricdo da pro-insulina e a biossintese da
insulina (CHACRA, 2006). Os efeitos crénicos sdo a estimulacdo da proliferacao de
células 3 e neogénese das mesmas a partir das células ductais precursoras, além da
maior expressédo de transportadores de glicose 2 (GLUT2) e de glicocinase, que
regulam a captacdo da glicose e o metabolismo do pancreas (CHACRA, 2006).
Estudo recente mostrou que a exposicao cronica de células alfa a GLP-1 leva ao
aumento da sintese desse peptideo por essas células, evidenciando a atuacao
direta do GLP-1 em células alfa (PIRO et al.,, 2014). O aumento no numero de
células beta acarreta em aumento do numero de ilhotas pancreaticas, as quais
podem ser isoladas, quantificadas e, por meio da incubacdo com diferentes
concentracOes de glicose, podem ser estimuladas a secretar estaticamente, ou seja,
incubadas com uma concentracao fisioldgica de glicose e depois com concentracdes
maiores ou menores de glicose para estimular a secrecdo de insulina e/ou glucagon
(FLAMEZ et al., 1998).
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2. JUSTIFICATIVA

O presente estudo caracteriza os perfis morfométrico e metabdlico em
modelos animais de DM e de obesidade induzida por excitotoxicidade central e dieta
hipercalorica, ampliando o conhecimento sobre a farmacologia e fisiologia de
componentes de venenos animais ao abordar os efeitos, nestes modelos, da
principal molécula conhecida (exenatida) derivada de veneno animal e com acéo
enddcrina no metabolismo energético, além de contribuir para a descoberta de
novos mecanismos relacionados a etiologia e desenvolvimento da obesidade e para

a prevencao e tratamento da obesidade e do DM.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Avaliar alteraces de parametros morfométricos, metabolicos e da capacidade

de secrecdo de insulina e glucagon de ilhotas pancreaticas isoladas e,

principalmente, caracterizar os efeitos da exenatida sobre estas alteragbes na

obesidade hipotalamica, obesidade dietética e no DM.

3.2. Especificos

Quanto as alteragfes e caracterizacfes supramencionadas:

o

L)

L)

L <4

o

L)

L)

Distinguir os modelos de inducédo de obesidade hipotalamica, inducao
de obesidade por dieta hipercalérica e de indugdo de DM por STZ, em

relacdo a animais sadios sem tratamento com exenatida;

Diferenciar o modelo de inducéo de obesidade hipotalamica do modelo

induzido por dieta hipercaldrica, antes do tratamento com exenatida;

Caracterizar cada grupo experimental antes e depois do tratamento
com exenatida, comparativamente aos controles sadios sem
tratamento com exenatida, evidenciando a efetividade do tratamento

para cada modelo;

Comparar a efetividade do tratamento com exenatida entre o0s

modelos.
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais e tratamento

Os animais e protocolos experimentais para uso neste estudo estdo em
conformidade com a COBEA-BRASIL e foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB) (protocolo 953/12).

4.1.1. Obesidade induzida por glutamato monossoédico (MSG)

Ratas Wistar, procedentes do Biotério Central do Instituto Butantan, foram
recebidas entre o 18° e 21° dia de gestagdo, mantidas em caixas de polipropileno
(medidas internas comprimento x largura x altura = 56 x 35 x 19 cm) e
acondicionadas, na chegada ao laboratério, em uma estante climatizada, sob
condic¢des controladas de temperatura (22°/25°C) e ciclo de claro e escuro (inicio do
periodo claro as 6:00 horas). Apés 24 horas do nascimento, os filhotes machos
passaram a receber, diariamente, entre o horario de 13:00-15:00 horas do periodo
claro, injecédo subcutanea (sc), na regiao cervical, em bolus, de 4 mg de MSG/ g MC,
num volume méaximo de 0,2 mL de salina 0,9%, até completarem 10 dias de idade.
Como contrapartidas para controle deste tratamento, foram usados o0s animais
sadios (grupo controle, C-S). Aos 21 dias de idade os filhotes foram desmamados,
retirando-se a fémea lactante das caixas (KAUFHOLD et al., 2002) e mantidos com
racdo peletizada normocalérica Nuvilab® CR-11 (%/g de racéo: 22% proteinas, 55%
carboidratos, 4% lipideos, 9% matéria fibrosa, 10% vitaminas e minerais; total
3kcal/g) e agua para beber ad libitum. A fémea retirada foi eutanasiada por
decapitacéo, sob anestesia intraperitoneal [ip] com solucdo de cloridrato de cetamina
(100 mg/mL) e cloridrato de xilazina (100 mg/mL) (0,02 mL/100g MC). Aos 90 dias
de idade foram separados os obesos (indice de Lee>0,300). Os animais tratados
com MSG eventualmente com indice de Lee<0,300 foram eutanasiados, sob
anestesia, seguindo o mesmo procedimento acima descrito. Os obesos foram
subdivididos em 2 grupos, quais sejam: (MSG) nao recebeu tratamento com
exendina-4 durante os 20 dias subsequentes; (MSG-E) recebeu, diariamente, entre
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3-4 horas do periodo claro, inje¢do sc, na regido cervical, de 10 pug de exendina-4
(Sigma)/kg MC em volume maximo de 200 pL de salina 0,9%, em bolus, durante os

20 dias subsequentes.

4.1.2 Obesidade dietética (DIO)

Ratos Wistar, procedentes do Biotério Central do Instituto Butantan, com
idade entre 72-75 dias, foram mantidos com racdo peletizada hiperlipidica
(PragSolucdes biociéncias, Brasil) (%/g de racdo: 14% proteinas, 42% carboidratos,
32% lipideos, 5% matéria fibrosa, 7% vitaminas e minerais; total 5,2kcal/g) (DUARTE
et al., 2006) e solucdo de sacarose 30% (30g/100mL, 1,2 kcal/mL) (NASCIMENTO
et al., 2008) para beber ad libitum e com as demais condicbes exatamente como
citado no item imediatamente anterior. Aos 122-125 dias de idade foram avaliados
os efeitos da exenatida nos animais com MC 20% acima do normal para a idade e
linhagem (DUARTE et al., 2006). Os que ndo atingiram este aumento foram
eutanasiados por decapitacdo, sob anestesia, com 0s mesmos agentes e sob o
mesmo esquema e dose ja citados. Os obesos foram subdivididos em 2 grupos,
quais sejam: (DIO) nao recebeu tratamento com exendina-4 durante os 20 dias
subsequentes; (DIO-E) recebeu, diariamente, entre 3-4 horas do periodo claro,
inje¢ao sc, na regiao cervical, de 10 pg/kg MC de exendina-4 em volume maximo de
200 pL de salina 0,9%, em bolus, durante os 20 dias subsequentes. Como
contrapartida controle deste tratamento também foram usados os animais do grupo

C-S mesma idade.

4.1.3 DM induzido por estreptozotocina (STZ)

Ratas Wistar, procedentes do Biotério Central do Instituto Butantan, recebidas
entre 0 18° e 21° dia de gestacdo, mantidas em caixas de polipropileno (medidas
internas comprimento X largura x altura = 56 x 35 x 19 cm) e acondicionadas, na
chegada ao laborat6rio, em uma estante climatizada, sob condi¢des controladas de
temperatura (22°/25°C) e ciclo de claro e escuro (inicio do periodo claro as 6:00
horas). Apos 24 horas do nascimento, os filhotes machos receberam injegéo Unica,

em bolus, de STZ dissolvida em 0,05M tampéao citrato, pH 4,5 (ip), na dose de 70
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mg/kg MC, em volume maximo de 0,2 mL (ROMANA-SOUZA et al., 2009). Aos 21
dias de idade os filhotes foram desmamados, retirando-se a fémea lactante das
caixas (KAUFHOLD et al., 2002) e mantendo-se ragcdo peletizada normocalérica
supracitada e 4gua para beber ad libitum. A fémea retirada foi eutanasiada por
decapitacdo, sob anestesia, com 0s mesmos agentes e sob o0 mesmo esquema e
dose j& citados. Regime similar, mas com dose de STZ de 50 mg/kg MC, foi adotado
previamente por Strauss et al. (2008) e Zambotti-Villela et al. (2007a, 2007b, 2008).
Aos 60 dias de idade foram selecionados os animais com DM, pela
hiperglicemia>150 mg/dL, mensurada na segunda gota de sangue, obtida, sem
pressionar, de discreto corte na ponta da cauda, no aparato Accu-Chek Advantage
(Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S/A). Os animais tratados com STZ,
mas normoglicémicos, foram eutanasiados por decapitacdo, sob anestesia, com 0s
mesmos agentes e sob 0 mesmo esquema e dose ja citados. Os animais diabéticos
foram subdivididos em 2 grupos, quais sejam: (STZ) nao recebeu tratamento com
exenatida durante os 20 dias subsequentes; (STZ-E) recebeu, diariamente, entre 3-4
horas do periodo claro, inje¢ao sc, na regiao cervical, de 10 pg/kg MC de exendina-4
em volume maximo de 200 uL de salina 0,9%, em bolus, durante os 20 dias
subsequentes. Como contrapartida controle deste tratamento também foram usados
os animais do grupo C-S da mesma idade. Estudos anteriores mostraram que doses
de exendina-4, variando entre 3 e 10 ug/kg MC, administradas em dose uUnica ou
durante 7 dias foram capazes de reduzir a glicemia e proteger animais diabéticos de
danos neuronais (MURTHY et al., 2010; CHEN et al., 2012; HAYES et al., 2011; WU
et al., 2012).

4.2 Ingestdo de alimento e liguido

A ingestao de alimento e agua foi monitorada desde 22-25 dias até 140-145
dias de idade, respectivamente pelas medidas de peso e volume dos conteudos
inicial e restante nos respectivos recipientes de comida e bebida, a cada 48 horas,

sendo os valores obtidos extrapolados para uma semana.

4.3 MC, CNA, indice de Lee e adiposidade
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Foram mensurados MC (g), CNA (cm), bem como retirados os depdésitos de
gordura periepididimal e retroperitoneal, conforme segue: o abdémen foi submetido
a antissepsia com etanol 70% e, em seguida, a cavidade abdominal foi aberta com
tesoura e os depdsitos retirados com pinga para, entdo, serem medidas suas
massas relativas (adiposidade). O indice de Lee foi calculado pela equacédo (MC [em
9’3/ CNA[em cm]).

44 OGTTelTT

Para a realizacdo do OGTT os animais foram colocados em jejum por 15
horas e, ao término, foi mensurada na segunda gota de sangue, obtida, sem
pressionar, de discreto corte na ponta da cauda, no aparato Accu-Chek Advantage
(Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S/A), a glicemia no tempo 0 (basal).
Logo apds, foi administrado, por via oral (gavagem), solucdo de glicose (2 g/mL de
agua, num volume maximo de 1 mL) (2g de glicose/kg MC), e o sangue foi coletado
da cauda nos tempos 15, 30, 60, 120 e 180 minutos. A AUC da glicemia em funcao
do tempo foi calculada (AMARAL et al., 2011; FERREIRA et al., 2012).

Para o ITT os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas e, ao
término, foi mensurada, na segunda gota de sangue, obtida, sem pressionar, de
discreto corte na ponta da cauda, no aparato Accu-Chek Advantage (Produtos
Roche Quimicos e Farmacéuticos S/A), a glicemia no tempo 0 (basal). Logo apés, foi
administrado, por via ip, solucdo de insulina (1 Ul de insulina /mL de salina, num
volume maximo de 0,750 mL) (0,75 Ul insulina/kg MC). Os valores da glicemia foram
convertidos em logaritimo natural (Ln), a inclinacdo foi calculada por meio da
regressao linear [tempoxLn(glicose)] e multiplicada por 100 para se obter o Kitt
(durante o ITT) por minuto (LEHNEN et al., 2010). Em ambos os testes 0s animais

encontravam-se conscientes e ndo sob efeito de anestésicos.

4.5 Obtencao do plasma e teores de TG, colesterol (total, LDL, HDL, VLDL)

ApOs anestesia com 0s mesmos agentes e sob 0 mesmo esquema e dose ja

citados, os animais, ao término de cada experimento, foram submetidos a retirada
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de amostras individuais de sangue, por pun¢do do ventriculo esquerdo, utilizando
seringa heparinizada.

O plasma foi obtido por centrifugacdo do sangue a 1500 rpm, 22°C por 10
minutos (microcentrifuga H-240 Hsiangtai Machinery Ind. Co. Ltd, Taiwan) e
congelado a -80°C, por um periodo maximo de 10 dias, até sua utilizagdo. Os teores
plasméticos de TG e colesterol (total, LDL, HDL, VLDL) foram medidos,
colorimetricamente, em triplicatas de amostras de 3-40 uL, com os kits especificos

correspondentes (Laborlab, Brasil).

4.6 Osmolalidade plasmatica, proteina plasmética e HbAlc

A osmolalidade plasmatica foi determinada em triplicatas de 10 pL de plasma
individual com um osmémetro crioscopico (Osmette Il Fisher).

O teor de proteina plasmatica (diluido 500 vezes) foi medido fotometricamente
(Bio-Tek Power Wave espectrofotobmetro XR), a 630 nm, em triplicatas de 40uL de
amostras pelo método de Bradford (1976), usando reagente Bio-Rad (Hercules,
EUA). O teor de proteina foi interpolado por comparagdo com uma curva padréo de
albumina do soro bovino (BSA) (Sigma) no mesmo diluente.

O teor de HbAlc foi medido em triplicatas de amostras de 100 uL de sangue
total, imediatamente apds a coleta, por ensaio enzimatico colorimétrico com o kit

Glicohemoglobina Monoteste (Inlab, Brasil).

4.7 Isolamento das ilhotas pancreaticas

Animais devidamente anestesiados, com 0s mesmos agentes e sob 0 mesmo
esquema e dose ja citados, foram decapitados e tiveram o abdémen submetido a
antissepsia com etanol 70%. Em seguida, a cavidade abdominal foi aberta com
tesoura, o ducto biliar comum foi localizado e a ramificacdo no sentido figado-
duodeno foi clampeada na por¢do adjacente ao duodeno. Entdo, o pancreas foi
divulsionado pela infusdo de 15 mL de solugdo de Hanks + 5,6Mm de glicose,
contendo 0,7 mg colagenase tipo V /mL. A seguir, 0 pancreas foi removido com uma
tesoura, cortado em pedacos grandes e transferido para um tubo de ensaio (de 25

mL) com 5 mL de solucdo de Hanks, contendo 0,7 mg/mL de colagenase tipo V, e
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incubado em banho-maria a 37°C, por 25 minutos; o tubo foi agitado levemente,
duas ou trés vezes, durante o tempo de incubacdo. Para interromper a atividade da
colagenase, as amostras foram colocadas em gelo, foi adicionado 0,1% de albumina
em 35 mL de Hanks para cada tubo de centrifugacdo com amostra, sendo este
agitado (entre 10 a 15 vezes). A seguir o material foi lavado 4 vezes a cada 6
minutos pela remocdo de 10 mL do conteddo do tubo de centrifugacdo e
subsequente adicdo de 10 mL de solucdo de Hanks sem colagenase, a 4°C. As
amostram foram vertidas em placas de Petri de vidro e as ilhotas foram coletadas,
uma a uma, com o auxilio de um microcapilar e lupa para posterior incubagdo, como
descrito no item 4.8 (LACY e KOSTIANOVSKY,1967; PERES e CURI, 2005).

4.8 Incubacdo de ilhotas isoladas

As ilhotas isoladas foram coradas com ditizona e divididas em dois grupos:
um para avaliar a secrecao de insulina e outro para avaliar a secrecao de glucagon.
Em triplicatas, cinco ilhotas foram acondicionadas em microtubos e pré-incubadas
em 500 pL de solucdo de Krebs-bicarbonato+5,6mM de glicose (concentracdo
fisiolégica), por 30 min, a 37°C, em estufa seca, sob leve agitacdo em agitador
orbital. Ao término da pré-incubacao, foi realizado um réapido spin para depésito das
ilhotas no fundo do microtubo, retirados 460 pL do sobrenadante e acrescentados
500 pL da solucdo de estimulo, qual seja, Krebs-bicarbonato + 20mM glicose para
secrecédo de insulina e Krebs-bicarbonato + 1mM glicose para secrecéo de glucagon.
As ilhotas foram estimuladas por 1 hora, a 37°C, em estufa seca, sob leve agitacéo,
em agitador orbital. Apds a incubacao, foi retirado 300 pL do sobrenadante, o qual
foi transferido para um microtubo devidamente identificado e armazenado a -80°C
para os testes posteriores (DUARTE et al., 2006; SVIDNICKI et al., 2013; AMARAL
et al., 2011).

4.9 Teores deinsulinae glucagon

O teor de glucagon no sobrenadante resultante da incubacé&o das ilhotas foi
avaliado por luminescéncia (Synergy H1, BioTek, EUA) a 460/20 nm, em duplicata,
utiizando o kit de ELISA Glucagon Chemiluminescent (EZGLU-30K; Merck,
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Alemanha), tendo como padrdo o glucagon (que acompanha o kit) dissolvido em
tampao de reacéo.

O teor de insulina foi avaliado, espectrofotometricamente (Synergy H1,
BioTek, EUA), no sobrenadante resultante da incubacao das ilhotas e no plasma, a
450 e 560 nm, em duplicata, utilizando o kit de ELISA Rat/Mouse Insulin (EZRMI-
13K; Merck), tendo como padréo a insulina que acompanha o kit.

4.10 Anélise e apresentacdo dos dados

Os dados foram analisados estatisticamente pelo programa computacional
GraphPad Prism 5 e apresentados como médiatSEM. A analise de variancia
ANOVA, seguida do teste pos hoc Newman-Keuls foi usada para comparacao entre
mais de dois grupos. O teste t de Student foi utilizado para comparagao entre dois

grupos experimentais. O nivel critico minimo adotado foi de P<0,05.
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5.  RESULTADOS

5.1 Mortalidade, excluséo e efetividade dos tratamentos

A Tabela 1 mostra a porcentagem de mortalidade, excluséo e efetividade da
inducdo dos modelos DIO, MSG e STZ. Entenda-se a exclusdo para o grupo DIO
como a porcentagem de animais que ndo obtiveram MC 20% maior que a média dos
controles; para o grupo MSG, a exclusdo é a porcentagem de animais que nao
atingiram indice de Lee maior que 0,3; e, para 0 grupo STZ, a exclusdo é a
porcentagem de animais com glicemia abaixo de 150 mg/dL. As taxas de efetividade

referem-se aos animais sobreviventes nédo excluidos.

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade, excluséo e efetividade durante o periodo experimental.

DIO 31 35,5 0 64,5
MSG 60 0 65 35
STZ 133 63 24 13

A Figura 3 mostra ilhotas pancreaticas de ratos saudaveis.

Figura 3. Fotomicrografia de ilhotas pancreaticas do rato, em corte histologico transversal, coradas
com tricémio de Gomori (indicadas por setas vermelhas). Aumento de 200x.
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A Figura 4 mostra uma ilhota pancreética isolada de rato saudavel, segundo a
metodologia adotada.

Figura 4. Aspecto de ilhota pancreética isolada de rato. Aumento de 100x.

5.2DIO

N&o houve diferenca estatistica na MC absoluta (g) e no CNA (cm) no inicio

do experimento (12 semana) entre C-S e DIO (Tabela 2).

Tabela 2. MC absoluta e CNA dos grupos C-S de DIO no inicio do experimento (12 semana).

343,6 12,20 21,7+0,32

DIO 20 321,9+10,24 21,6 £0,42
Valores séo médiatSEM. Teste t Student ndo pareado, bicaudal, DIO x C-S (p>0,05).

As Figuras 5 a 24 mostram os dados morfométricos e metabdlicos dos grupos
DIO, DIO-E e C-S, obtidos a partir da idade de 75 dias até completarem 4 meses e
20 dias. A MC e o CNA séao dados em porcentagem relativa aos valores iniciais (12

semana) do mesmo animal.
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A Figura 5 mostra que da 22 a 62 semana o ganho de MC do grupo DIO foi
maior em relacdo ao C-S. DIO-E, a partir da 72 semana, apresentou menor ganho de
MC em relacdo ao DIO, mantendo-se igual a C-S, a partir da 8% semana até o final
do experimento (final do periodo de avaliacdo ou inducéo). Ao final do experimento
(10® semana), o ganho da MC de C-S, DIO e DIO-E, em relagdo ao inicio do
experimento, foi: 35,5% em C-S, 78,1% em DIO e 37,2% em DIO-E.
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Figura5. Percentual de ganho de MC dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-E (n=9) em relagéo
ao primeiro dia de indugdo. Valores sao média + SEM. 12 semana = porcentagem inicial
(ganho = 0). A seta indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t
Student ndo pareado, bicaudal, até a 62 semana (*p<0,05, em relagdo a C-S na mesma
semana); a partir da 72 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido de teste
pos hoc de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos
numa mesma semana).
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A Figura 6 mostra que o ganho do CNA de DIO foi maior a partir da 32
semana, em relacdo a C-S. A partir da 72 semana, o ganho do CNA de DIO
manteve-se maior em relacdo a C-S e igual a DIO-E até o final do experimento. No
entanto, na Ultima semana nao houve diferenca significativa entre os grupos. Ao final
do experimento (10% semana), o0 ganho do CNA dos grupos, em relagdo ao inicio do
experimento, foi: 19,8% em C-S, 26,3% em DIO e 22% em DIO-E.
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Figura6. Percentual de aumento de CNA dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-E (n=9) em
relagdo ao primeiro dia de inducdo. Valores sdo média + SEM. 1% semana =
porcentagem inicial (ganho = 0). A seta indica a semana de inicio do tratamento com
exenatida. Teste t Student ndo pareado, bicaudal, até a 6% semana (*p<0,05, em relacéo
a C-S na mesma semana); a partir da 72 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E,
seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas
entre 0S grupos numa mesma semana).
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Na Figura 7, observa-se que o indice de Lee foi maior em DIO a partir da 42

semana em relacdo a C-S, permanecendo maior entre a 82 e 92 semana nos animais
DIO, em relacéo a C-S e DIO-E.
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Figura7. Indice de Lee dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-E (n=9). Valores sdo média +

SEM. A seta indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t Student ndo
pareado, bicaudal, até a 62 semana (*p<0,05, em relacdo a C-S numa mesma semana);
a partir da 72 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido de teste pos hoc de

Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos numa
mesma semana).
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Como mostra a Figura 8, o grupo DIO diminuiu a ingestéo de alimento na 22,

42 e 62 semana, e aumentou na 5% semana, em relacdo a C-S. Na 72 semana a

ingestdo de alimento de DIO e DIO-E diminuiu em relacdo a C-S. A partir da 82

semana, a ingestao de alimento de DIO-E diminuiu em relacdo a DIO e C-S.

Figura 8.
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Ingestdo de alimento dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-E (n=9). Valores séo
médiatSEM. A seta indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t
Student ndo pareado, bicaudal, até a 6% semana (*p<0,05, em relacdo a C-S numa
mesma semana); a partir da 72 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido
de teste pos hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os
grupos na mesma semana).
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A ingestdo de liquido (sacarose 30% para DIO e DIO-E; e agua para C-S)
(Figura 9) do DIO foi menor na 32 semana e maior na 62 semana em comparacao ao
C-S. Na 82 e 92 semanas, o consumo de DIO foi maior quando comparado com DIO-
E. No entanto, no final do experimento o consumo do DIO-E foi maior, em relacdo a
C-S e DIO.
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Figura9. Ingestdo de liquido dos grupos C-S (n=10), DIO (n=11), DIO-E (n=9). Valores sao
médiatSEM. A seta indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t
Student ndo pareado, bicaudal, até a 6% semana (*p<0,05, em relacdo a C-S numa
mesma semana); a partir da 72 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido
de teste pos hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os
grupos na mesma semana).
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Observa-se, na Figura 10A, que os animais DIO e DIO-E iniciaram (tempo 0)
e terminaram (tempo 180) o OGTT com glicemia superior a C-S. Nao houve
diferenca entre os grupos na analise da AUC(C-S: 24823+1214; DIO: 2848911571,

DIO-E: 30891+2751) (Figura 10B).
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Figura 10. Glicemia de jejum (A) e AUC (B) do Teste de Tolerancia Oral & Glicose dos animais
controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento
com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiaxtSEM. Nimero de animais entre parénteses.
ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls
(p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).
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Os animais DIO apresentaram maior glicemia durante o experimento de ITT,
em relacdo a C-S e DIO-E (Figura 11A). O Kitt foi maior em DIO-E (1,003+£0,001) em
relacdo a DIO (0,355+0,002), porém ainda foi menor que em C-S (1,919+0,001)

(Figura 11B).
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Figura 11l. Glicemia de jejum (A) e Kitt (B) do Teste de Tolerancia a Insulina dos animais controles
sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com
exenatida (DIO-E). Valores sdo médiaxtSEM. Numero de animais entre parénteses.
ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls

(p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre 0s grupos).

58



Na Figura 12 observa-se que a massa relativa do tecido adiposo
periepididimal foi maior em DIO (34,02+1,86) e DIO-E (29,4+1,53) em relagdo a C-S
(19,16+1,99).
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Figura 12. Massa do tecido adiposo periepididimal dos animais controles sadios (C-S), com
obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E).
Valores sdo médiatSEM. Nimero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x
DIO x DIO-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes
indicam diferencgas entre os grupos).

A massa relativa do tecido adiposo retroperitoneal (Figura 13) foi maior no
DIO (32,94£3,72) em relacdo aos grupos DIO-E (21,60£2,06) e C-S (13,08+1,38),
sendo DIO-E maior que C-S.
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Figura 13. Massa do tecido adiposo retroperitoneal dos animais controles sadios (C-S), com
obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E).
Valores sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x
DIO x DIO-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes
indicam diferencas entre os grupos).
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A Figura 14 mostra que a glicemia de DIO (124+4,02) foi maior, em relacdo a
C-S (103+2,88) e DIO-E (107+4,50). Os niveis de TG (Figura 15) foram maiores no
DIO (302,19+39,71), em relagdo a C-S (130,89+18,86) e DIO-E (130,10+£27,00).
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Figura 14. Glicemia dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta sem
(DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiaxtSEM. Numero de
animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido de teste pos hoc
de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).
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Figura 15. TG dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e
com tratamento com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiatSEM. Numero de animais
entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido de teste pos hoc de
Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).

Os niveis de colesterol total (Figura 16) foram maiores no DIO

(103,45+10,85), em relacdo aos grupos DIO-E (64,30+3,51) e C-S (72,85+5,56). Nao
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houve diferengca nos niveis de HDL colesterol entre C-S, DIO e DIO-E (C-S:
36,41+0,37; DIO: 40,54+1,85; DIO-E: 38,40+1,06) (Figura 17).
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Figura 16. Colesterol total dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta
sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiatSEM. NUmero
de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido de teste pos
hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre 0s grupos).
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Figura 17. HDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta
sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiaxtSEM. NUmero
de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x DIO x DIO-E.

N&o houve diferenca nos niveis de LDL colesterol entre C-S, DIO e DIO-E (C-
S: 13,49+2,42; DIO: 20,04+1,06; DIO-E: 14,99+1,97) (Figura 18). Os niveis de VLDL
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colesterol (Figura 19) foram maiores no DIO (60,44+7,94), em relacdo a C-S
(26,18+3,77) e DIO-E (26,02+5,40).
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Figura 18. LDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta

sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiatSEM. NUmero
de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x DIO x DIO-E.
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Figura 19. VLDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta
sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiatSEM. NUmero

de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido de teste pos
hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre 0s grupos).

A HbAlc foi maior nos animais DIO (11,57+1,68) em relagdo a C-S
(4,09+0,27) e DIO-E (6,32+0,73) (Figura 20). Nao houve diferenca no teor de
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proteinas plasmaticas entre C-S, DIO e DIO-E (C-S: 74,16+2,26; DIO: 79,13+3,18;
DIO-E: 75,40+2,46) (Figura 21).
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Figura 20. HbAlc dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO)
e com tratamento com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiaztSEM. NUmero de animais
entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x DIO x DIO-E, seguido de teste pos hoc de
Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).
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Figura 21. Proteina plasmética dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por
dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiazSEM.
Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x DIO x DIO-E.

N&ao houve diferenca na osmolalidade plasmatica (C-S: 259,05+3,39; DIO:
264,40+£3,10; DIO-E: 255,67+3,21) (Figura 22) e no teor de glucagon (C-S:
0,064+0,001; DIO: 0,065+0,003; DIO-E: 0,057+0,001) (Figura 23) e insulina (C-S:
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16,811+1,885; DIO: 16,839+0,808; DIO-E: 17,205+0,726) (Figura 24) secretado por
ilhotas pancreaticas isoladas entre C-S, DIO e DIO-E.
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Figura 22. Osmolalidade plasmética dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida
por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-E). Valores sdo médiatSEM.
Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x DIO x DIO-E.
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Figura 23. Secrecao de glucagon de ilhotas pancreéticas isoladas dos animais controles sadios (C-
S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-
E). Valores sdo médiatSEM. Nimero de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S

X DIO x DIO-E.
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Figura 24. Secrecado de insulina de ilhotas pancreéticas isoladas dos animais controles sadios (C-
S), com obesidade induzida por dieta sem (DIO) e com tratamento com exenatida (DIO-
E). Valores sdo médiatSEM. NUmero de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S
x DIO x DIO-E.

5.3 MSG

N&o houve diferenca estatistica na MC absoluta (g) entre C-S e MSG, porém
0 CNA (cm) na primeira semana apos o desmame (42 semana) foi maior em C-S, em
relacdo a MSG (Tabela 3).

Tabela 3. MC absoluta e CNA dos grupos C-S de MSG na primeira semana apés o desmame (42
semana).

C-S 74,5 + 5,52 152+ 1,42

MSG 21 72,5+ 1,56 12,8 + 0,20*
Valores séo médiatSEM. Teste t Student ndo pareado, bicaudal MSG x C-S (*p<0,05).

As Figuras 25 a 44 mostram os dados morfométricos e metabodlicos dos
grupos MSG, MSG-E e C-S, obtidos a partir do desmame (21 dias de idade) até
completarem 3 meses e 20 dias. A MC e o CNA séo apresentados em porcentagem
relativa a MC e CNA inicial (12 semana apés o desmame) do mesmo animal.

A Figura 25 mostra que o ganho de MC foi menor em MSG, em relagdo a C-
S, na entre a 72 e 102 semana. A MC dos grupos MSG e MSG-E nao sofreu
alteracdo em relacdo a C-S durante o periodo de tratamento com exenatida (da 142
a 162 semana). Ao final do experimento, o ganho de MC em cada grupo, em relacdo
ao inicio dos experimentos, foi: 443,6% em C-S, 409,9% em MSG e 363,4% em
MSG-E.
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Figura 25.
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Percentual de ganho de MC dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e MSG-E (n=11) em
relacdo a primeira semana apés o desmame (42 semana = porcentagem inicial, ganho =
0). Valores sdo média + SEM. A seta indica a semana de inicio do tratamento com
exenatida. Teste t Student ndo pareado, bicaudal, até a 13* semana (*p<0,05, em
relacdo a C-S na mesma semana); a partir da 142 semana, ANOVA (p>0.05) C-S x MSG
X MSG-E.
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O ganho de CNA (Figura 26) de MSG foi menor na 52 semana e da 72 até a
132 semana, em relacdo a C-S. ApOs a 142 semana (inicio do tratamento com
exenatida), MSG e MSG-E tiveram menor ganho de CNA que C-S. Ao final do
experimento, o ganho de CNA em cada grupo, em relacdo ao inicio dos
experimentos, foi: 81 % em C-S, 64,5 % em MSG e 56,8% em MSG-E.
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Figura 26. Percentual de ganho de CNA dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e MSG-E (n=11) em
relacdo a primeira semana apés o desmame (42 semana = porcentagem inicial, ganho =
0). Valores sdo médiaztSEM. A seta indica a semana de inicio do tratamento com
exenatida. Teste t Student ndo pareado, bicaudal, até a 13* semana (*p<0,05, em
relacdo a C-S na mesma semana); a partir da 142 semana, ANOVA (p>0.05) C-S x MSG
X MSG-E.
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O indice de Lee (Figura 27) na 52 e entre a 82 até a 13% semana permaneceu
maior em MSG, em relagdo ao C-S. A partir da 142 semana, o indice de Lee de
MSG-E e MSG foi maior quando comparado ao grupo C-S.
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Figura 27. Indice de Lee dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e MSG-E (n=11) obtido a partir da
primeira semana apos o desmame (42 semana de vida). Valores sdo médiaztSEM. A seta
indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t Student ndo pareado,
bicaudal, até a 132 semana (*p<0,05, em relacdo a C-S na mesma semana); a partir da
142 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-E, seguido de teste pos hoc de
Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre 0os grupos numa
mesma semana).
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A ingestéo de alimento (Figura 28) foi menor em MSG na 122 semana, em

relacdo a C-S. Na 142 semana, o0 MSG e MSG-E consumiram maior quantidade de

alimento que C-S, porém na 152 semana o consumo de MSG-E foi maior em relacdo

a MSG e C-S.
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Figura 28. Ingestdo de alimento dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e MSG-E (n=11) obtida a

partir da segunda semana ap6s o desmame (52 semana de vida). Valores séo
médiatSEM. A seta indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t
Student ndo pareado, bicaudal, até a 132 semana (*p<0,05, em relacdo a C-S na mesma
semana); a partir da 142 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-E, seguido de
teste pos hoc de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os
grupos numa mesma semana).
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A ingestéo de liquido foi maior em MSG na 102 e 112 semana e menor na 132
semana em relacdo a C-S (Figura 29). Na 142 semana, a ingestdo de liquido de
MSG-E foi menor, em relacdo a C-S e MSG, o qual também apresentou menor
consumo de liquido que C-S. Na 152 semana, o consumo de liquido de MSG e MSG-
E diminuiu em relacdo a C-S. Na 162 semana, MSG ingeriu menos liquido que C-S e
MSG-E, o qual também teve menor consumo que C-S.
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Figura 29. Ingestao de liquido dos grupos C-S (n=11), MSG (n=10) e MSG-E (n=11) obtida a partir
da segunda semana ap6s o desmame (5 semana de vida). Valores sdo médiatSEM. A
seta indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t Student n&o
pareado, bicaudal, até a 132 semana (*p<0,05, em relacdo a C-S na mesma semana); a
partir da 142 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-E, seguido de teste pos hoc
de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos numa
mesma semana).
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Observa-se que a glicemia basal dos animais MSG foi maior em relacéo a C-
S, enquanto MSG-E apresentou menor glicemia, em relacédo a C-S, nos tempos 30 e
60 minutos (Figura 30A). Nao houve diferenca entre os grupos na analise da AUC
(C-S: 26884,3+£1150,6; MSG: 25230+£3105; MSG-E: 22337,6+857,2) (Figura 30B).
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Figura 30. Glicemia de jejum (A) e AUC (B) do Teste de Tolerancia Oral a Glicose (OGTT) dos
animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por glutamato monossédico
sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores sdo médiatSEM.
NuUmero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-E, seguido de
teste pos hoc de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os

grupos).

71



N&o houve diferenca da glicemia entre os grupos durante o ITT (Figura 31A).
O Kitt foi maior em MSG-E (2,06+0,003) em relacdo a MSG (1,04+0,005), porém
ainda foi menor que em C-S (6,24+0,028) (Figura 31B).

Figura 31.
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Glicemia de jejum (A) e Kitt (B) do Teste de Tolerancia a Insulina (ITT) dos animais
controles sadios (C-S), com obesidade induzida por glutamato monossédico sem (MSG)
e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores sdo média+tSEM. NUumero de animais
entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-E, seguido de teste pos hoc de
Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).

72



A massa relativa do tecido adiposo periepididimal (C-1521 S: 12,56+0,80;
MSG: 31,60+2,36; MSG-E: 27,78+2,24) e retroperitoneal (C-S: 8,13+0,57; MSG:
27,3%£3,20; MSG-E: 22,82+2,40) (Figura 32 e 33) foi maior em MSG e MSG-E, em

relacédo a C-S.
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Figura 32. Massa do tecido adiposo periepididimal dos animais controles sadios (C-S), com
obesidade induzida por glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento com
exenatida (MSG-E). Valores sdo médiaxtSEM. Numero de animais entre parénteses.
ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls,
(p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).
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Figura 33. Massa do tecido adiposo retroperitoneal dos animais controles sadios (C-S), com
obesidade induzida por glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento com
exenatida (MSG-E). Valores sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses.
ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls,
(p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).
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A Figura 34 mostra que a glicemia de MSG (113,27+4,03) foi maior, em
relacdo a C-S (99,91+2,06) e MSG-E (100,36%1,76).
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Figura 34. Glicemia dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por glutamato

monossoédico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores séo
médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-
E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam
diferencas entre os grupos).

Os niveis de TG (Figura 35) foram maiores em MSG (118,89+17,96) e MSG-E
(123,25+16,64), em relacéo a C-S (51,92+4,70).

Figura 35.
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TG dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por glutamato
monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores sao
médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-
E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam
diferencas entre os grupos).
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N&o houve diferenca estatistica nos niveis de colesterol total entre C-S, MSG
e MSG-E (C-S: 85,06+9,17; MSG: 84,04+13,92; MSG-E: 90,73+4,27) (Figura 36). Os
niveis de HDL colesterol foram maiores em MSG-E (41,22+175), em relacdo ao C-S
(36,08+0,66) (Figura 37).
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Figura 36. Colesterol total dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por
glutamato monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores
sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x MSG x
MSG-E.
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Figura 37. HDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por
glutamato monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores
sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x
MSG-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam
diferencas entre os grupos).
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Os niveis de LDL (C-S: 16,91+1,81; MSG: 23,11+1,71; MSG-E: 23,53+1,52) e
VLDL (C-S: 10,38+0,94; MSG: 23,78+3,59; MSG-E: 24,65£3,33) colesterol foram
maiores em MSG e MSG-E, em relacéo a C-S (Figuras 38 e 39).
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Figura 38. LDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por
glutamato monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores
sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x

MSG-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam
diferencas entre 0s grupos).
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Figura 39. VLDL colesterol dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por
glutamato monossoédico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores
sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x

MSG-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam
diferencas entre os grupos).
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N&o houve diferenca na HbAlc entre C-S, MSG e MSG-E (C-S: 4,52+0,19;
MSG: 4,43%+0,19; MSG-E: 4,17+ 0,21) (Figura 40). Houve diminuicdo no teor de
proteinas plasmaticas em MSG (59,70£3,39) e MSG-E (57,88+3,74), em relacédo a
C-S (80,70+4,46) (Figura 41).
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Figura 40. HbAlc dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por glutamato
monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores séo
médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x MSG x MSG-
E.
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Figura41. Proteina plasmatica dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida por
glutamato monossodico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E). Valores
sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x
MSG-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam
diferencas entre os grupos).
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N&o houve diferenca da osmolalidade plasmatica (C-S: 255,82+2,33; MSG:
254,3615,26; MSG-E: 254,67+£3,08) e no teor de glucagon secretado por ilhotas
pancreaticas isoladas entre C-S, MSG e MSG-E (C-S: 1,58+0,60; MSG: 0,53+0,46;
MSG-E: 0,06+0,00) (Figura 42 e 43).
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Figura 42. Osmolalidade plasmatica dos animais controles sadios (C-S), com obesidade induzida
por glutamato monossddico sem (MSG) e com tratamento com exenatida (MSG-E).
Valores sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x

Figura 43.
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Secrec¢édo de glucagon de ilhotas pancreaticas isoladas dos animais controles sadios (C-
S), com obesidade induzida por glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento
com exenatida (MSG-E). Valores sdo médiatSEM. Nimero de animais entre parénteses.
ANOVA (p>0.05) C-S x MSG x MSG-E.
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Houve aumento na secrecdo de insulina por ilhotas pancreéticas isoladas de
MSG (7,00+0,74) e MSG-E (13,04+1,66) em relacao a C-S (0,23+0,00), sendo MSG-
E também maior que MSG (Figura 44).
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Figura 44. Secrecao de insulina de ilhotas pancreatica isoladas dos animais controles sadios (C-S),
com obesidade induzida por glutamato monossédico sem (MSG) e com tratamento com
exenatida (MSG-E). Valores sdo médiaxtSEM. Numero de animais entre parénteses.
ANOVA (p<0.05) C-S x MSG x MSG-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls,
(p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).

5.4 STZ

N&o houve diferenca estatistica na MC absoluta (g) e CNA (cm) entre C-S e

STZ na primeira semana ap0s o desmame (42 semana) (Tabela 4).

Tabela 4. MC absoluta e CNA dos grupos C-S de STZ na primeira semana apds o desmame (42
semana).

| |
C-S |10 71,7 + 3,02 12,4 + 0,49
STZ |17 752+ 2,84 12,7+ 0,23

Valores sdo médiatSEM. Teste t Student ndo pareado, bicaudal, STZ x C-S, (p>0,05).

As Figuras 45 a 64 mostram os dados morfométricos e metabdlicos dos
animais STZ, STZ-E e C-S, obtidos a partir do desmame (21 dias de idade) até
completarem 2 meses e 20 dias. A MC e o CNA sao dados em porcentagem relativa

a MC e CNA inicial (12 semana ap6s o desmame) do mesmo animal.
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A Figura 45 mostra que na 122 semana, houve diminuicdo no ganho de MC
em STZ, em relacdo a C-S e STZ-E. Ao final do experimento, 0 aumento do ganho

de MC em cada grupo, em relacdo ao inicio dos experimentos, foi: 456,2% em C-S,
332,6% em STZ e 369,9% em STZ-E.

Figura 45.
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Percentual de ganho de MC dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7) e STZ-E (n=10) em
relacdo a primeira semana apés o desmame (42 semana = porcentagem inicial, ganho =
0). Valores sdo média + SEM. A seta indica a semana de inicio do tratamento com
exenatida. Teste t Student ndo pareado, bicaudal, até a 9% semana (*p<0,05, em relacdo
a C-S na mesma semana); a partir da 102 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x STZ x STZ-E,
seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls, (p<0,05, letras diferentes indicam
diferencas entre 0s grupos numa mesma semana).

Semanas
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A Figura 46 mostra que ndo houve diferenca no ganho de CNA entre STZ,
STZ-E e C-S. Ao final do experimento, o aumento do ganho de CNA em cada grupo,
em relacdo ao inicio dos experimentos, foi: 64,7% em C-S, 69,7% em STZ e 85,8%
em STZ-E.
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Figura 46. Percentual de ganho de CNA dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7) e STZ-E (n=10) em
relagdo a primeira semana apés o desmame (42 semana = porcentagem inicial, ganho =
0). Valores sdo média + SEM. A seta indica a semana de inicio do tratamento com
exenatida. Teste t Student ndo pareado, bicaudal, até a 92 semana (p>0,05, em relacéo
a C-S na mesma semana); a partir da 102 semana, ANOVA (p>0.05) C-S x STZ x STZ-E.
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Na Figura 47, observa-se que o indice de Lee de STZ na 82 semana foi maior,
em relacdo a C-S. Na 102 semana, o indice de Lee de STZ e STZ-E foi maior em

relacdo a C-S, sendo STZ também maior que STZ-E, porém na 112 e 122 semanas 0
indice de Lee de STZ e STZ-E se igualou ao de C-S.
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Figura 47. indice de Lee dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7), STZ-E (n=10) obtido a partir da

primeira semana apés o desmame (42 semana de vida). Valores sdo média =+ SEM. A
seta indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t Student nédo
pareado, bicaudal, até a 92 semana (*p<0,05, em relacdo a C-S numa mesma semana);
a partir da 10 semana, ANOVA (p<0.05) C-S x STZ x STZ-E, seguido de teste pos hoc

de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos na
mesma semana).
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O grupo STZ apresentou aumento na ingestao de alimento (Figura 48) na 82 e

92 semana, em relacdo a C-S. A partir da 10* semana a ingestdo de alimento foi

igual entre C-S, STZ e STZ-E.

Figura 48.
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Ingestédo de alimento dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7), STZ-E (n=10) obtida a partir da
primeira semana apds o desmame (42 semana de vida). Valores sdo média =+ SEM. A
seta indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t Student ndo
pareado, bicaudal, até a 92 semana (*p<0,05, em relacdo a C-S numa mesma semana);
a partir da 10® semana, ANOVA (p>0.05) C-S x STZ x STZ-E.
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A ingestéo de liquido (Figura 49) de STZ foi menor na 42 semana e maior na

82 e 92 semanas em comparacao a C-S. Na 102 semana, o consumo de liquido do

STZ e STZ-E foi maior quando comparado a C-S.

Figura 49.
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Ingestédo de liquido dos grupos C-S (n=10), STZ (n=7), STZ-E (n=10) obtida a partir da
primeira semana apds o desmame (42 semana de vida). Valores sdo média + SEM. A
seta indica a semana de inicio do tratamento com exenatida. Teste t Student ndo
pareado, bicaudal, até a 92 semana (*p<0,05, em relacdo a C-S numa mesma semana);
a partir da 10® semana, ANOVA (p<0.05) C-S x STZ x STZ-E, seguido de teste pos hoc
de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos na
mesma semana).
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Durante o experimento de OGTT, os animais STZ apresentaram maior
glicemia nos tempos 30 e 60 minutos (Figura 50A) e aumento na area sob a curva
(41802+3604) (Figura 50B), em relagé@o a C-S (26895+1745) e STZ-E (29020+£2231).
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Figura 50. Glicemia de jejum (A) e AUC (B) do Teste de Tolerancia a Glicose (OGTT) dos animais
controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com
tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdo médiatSEM. Numero de animais entre
parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x STZ x STZ-E, seguido de teste pos hoc de Newman-
Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre 0s grupos).
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A glicemia basal dos animais STZ-E no experimento de ITT foi maior em
relagdo a STZ (Figura 51A). O Kitt também foi maior em STZ-E (1,104+0,004) em
relacdo a STZ (1,004+0,006), porém ainda foi menor que em C-S (1,449+0,038)
(Figura 51B).
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Figura51. Glicemia de jejum (A) e Kitt (B) do Teste de Tolerancia a Insulina (ITT) dos animais
controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com
tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdo médiatSEM. Numero de animais entre
parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x STZ x STZ-E, seguido de teste pos hoc de Newman-
Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre 0s grupos).
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Na Figura 52 observa-se que a massa relativa do tecido adiposo
periepididimal foi maior em C-S (14,61+1,37) que em STZ (9,29+1,25), sendo que
ambos nao diferiram de STZ-E (11,80+0,97). A massa relativa do tecido adiposo
retroperitoneal (Figura 53) foi maior em C-S (8,96%0,63) que em STZ (5,56%1,16),
sendo que ambos nao diferiram de STZ-E (7,70+0,69).
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Figura52. Massa do tecido adiposo periepididimal dos controles sadios (C-S), com DM induzido
por estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores séao
médiatSEM. NUmero de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x STZ x STZ-
E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam
diferencas entre 0os grupos).

815-
=
o
23
a = 109
33
° 5
O =
2L 5
°© 3
"o
o)
e 04
2 A\ &
@] é é(\/

Figura 53. Massa do tecido adiposo retroperitoneal dos controles sadios (C-S), com DM induzido
por estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores séo
médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x STZ x STZ-
E.
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A Figura 54 mostra que a glicemia de STZ (270+39,83) e STZ-E
(185,8+26,11) foi maior em relacdo ao C-S (110£3,015), sendo STZ ainda maior que
STZ-E. Nao houve diferenca nos niveis de TG entre C-S, STZ e STZ-E (C-S:
60,80+7,399; STZ: 68,78+15,10; STZ-E: 86,28+16,73) (Figura 55).
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Figura 54. Glicemia dos animais controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina
sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdo médiatSEM. NUmero
de animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x STZ x STZ-E, seguido de teste pos
hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre 0s grupos).
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Figura 55. TG dos controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com
tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdo médiatSEM. Numero de animais entre
parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x STZ x STZ-E.

N&o houve diferenca nos niveis de colesterol total entre C-S, STZ e STZ-E (C-

S: 96,84+11,54; STZ: 80,39+8,197; STZ-E: 88,73+7,538) (Figura 56). Os niveis de
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HDL colesterol foram maiores em STZ (40,55+2,094) e STZ-E (39,94+1,059) em
relacdo a C-S (34,85+1,193) (Figura 57).
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Figura 56. Colesterol total dos controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem
(STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdo médiatSEM. Namero de
animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x STZ x STZ-E.
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Figura 57. HDL colesterol dos controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem
(STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdao médiatSEM. Namero de
animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x STZ x STZ-E, seguido de teste pos
hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).

N&o houve diferenca nos niveis de LDL (C-S: 17,09+1,388; STZ: 22,01+6,461;
STZ-E: 19,11+2,431) e VLDL colesterol entre C-S, STZ e STZ-E (C-S: 12,16+1,480;
STZ: 13,76+3,019; STZ-E: 17,26+3,347) (Figura 58 e 59).
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Figura 58. LDL colesterol dos controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem

(STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdo médiatSEM. Namero de
animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x STZ x STZ-E.
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Figura59. VLDL colesterol dos controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem

(STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdo médiatSEM. Namero de
animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x STZ x STZ-E.

A HbA1c foi maior em STZ (13,02+2,229) em relagéo a C-S (4,496+0,193) e
STZ-E (5,304+0,227) (Figura 60). Nao houve diferenca no teor de proteinas

plasmaticas entre C-S, STZ e STZ-E (C-S: 66,10+1,405; STZ: 66,83+6,590; STZ-E:
66,52+2,347) (Figura 61).
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Figura 60. HbAlc dos animais controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina sem
(STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdo médiatSEM. Namero de
animais entre parénteses. ANOVA (p<0.05) C-S x STZ x STZ-E, seguido de teste pos
hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos).
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Figura 61. Proteina plasmética dos controles sadios (C-S), com DM induzido por estreptozotocina
sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores sdo médiatSEM. NUmero
de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x STZ x STZ-E.

N&o houve diferenca na osmolalidade plasmatica entre C-S, STZ e STZ-E (C-
S: 260,6+1,875; STZ: 258,4+1,990; STZ-E: 3,902) (Figura 62).
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Figura 62. Osmolalidade plasmatica dos animais controles sadios (C-S), com DM induzido por
estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida (STZ-E). Valores séo
médiatSEM. Nimero de animais entre parénteses. ANOVA (p>0.05) C-S x STZ x STZ-
E.

N&o houve diferenca no teor de glucagon secretado por ilhotas pancreéticas
entre C-S, STZ e STZ-E (C-S: 0,058+0,000; STZ: 0,059+0,001; STZ-E: 0,058+0,000)
(Figura 63).
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Figura 63. Secrecao de glucagon de ilhotas pancreaticas isoladas dos animais controles sadios (C-
S), com DM induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida
(STZ-E). Valores sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA
(p>0.05) C-S x STZ x STZ-E.
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A secrecao de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas foi menor em STZ
(3,604+1,734) e STZ-E (4,482+1,087) em relacdo a C-S (12,61+1,596) (Figura 64).
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Figura 64. Secrecao de insulina de ilhotas pancreéticas isoladas dos animais controles sadios (C-
S), com DM induzido por estreptozotocina sem (STZ) e com tratamento com exenatida
(STZ-E). Valores sdo médiatSEM. Numero de animais entre parénteses. ANOVA
(p<0.05) C-S x STZ x STZ-E, seguido de teste pos hoc de Newman-Keuls (p<0,05, letras
diferentes indicam diferencas entre os grupos).

5.5. Comparacdo dos parametros morfométricos e metabolicos entre os
modelos de obesidade MSG e DIO

Na Tabela 5 foram comparados os parametros morfométricos e metabdlicos
entre MSG e DIO.

Os animais MSG apresentaram maior ganho de MC e CNA, maior indice de
Lee e ingestdo de alimento, em relacdo a DIO. J& os animais DIO apresentaram
maiores niveis de TG, VLDL, HbAlc, proteina plasmatica, secrecao de insulina e

menor Kitt, em relacdo a MSG.
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Tabela 5. Comparacao dos valores dos pardmetros morfométricos e metabdlicos entre os modelos de
obesidade MSG e DIO.

509,5 + 30,81 178,1+7,84*
0 b 1 ) )
Mc () (10) (11)
164,5+ 3,4 126,3+3,5*
(1) ’ 1 ’ ’
CNA (4) (10) @)
*
indice de Lee 0,349 + 0,006 (10) 0,315(J_£10),002
Ingestdo de alimento (g) 76’04%713 3.801 >L1 1(4(3,029 )
Ingestao de liquido (mL) 90’67(3)6’960 76’63(2)11’07
Tecido adiposo periepididimal 31,60+2,362 34,02+1,858
(g/kg MC) (10) (12)
Tecido adiposo retroperitoneal 27,28+ 3,208 32,90+ 3,721
(g/kg MC) (10) (11)
Glicemia (mg/dL) 113,27 + 4,03 (11) 124,18;:)4,02
25230 + 3105 28490 + 1571
AUC
2) 4)
. : 1,044 + 0,005 0,35547 + 0,002 *
Kitt (%/min ' ' ' '
(+/min) 2) 4)
118,9 + 17,96 302,2 + 39,71*
TG (mg/mL) (10) (10)
84,04 + 13,92 103,4+ 10,85
Colesterol total (mg/mL) (10) (10)
39,82 +1,17 40,54 + 1,84
HDL (mg/mL) (10) (10)
23,11 +1,71 20,04 + 1,05
LDL (mg/mL ' ! K '
(mg/mb) @) @)
23,78 + 3,59 60,44 + 7,94*
VLDL (mg/mL) (10) (10)
4,43 +0,19 11,57 + 1,68*
HbAlc (% ’ ’ ' ’
) (5) 4)
. - 59,7 + 3,38 79,13 + 3,18*
Proteina plasmatica (mg/mL ' ' ' ’
. - 254,4 + 5,26 264,4 + 3,10
Osmolalidade plasmatica (11) (10)
Secrecdo glucagon 0,066 + 0,0025 0,064 + 0,0029
(ng/mL) 3) 3
Secrecdo de insulina 7,0+0,74 16,84 + 0,80*
(ng/mL) 3) 4)

Valores sdo média + SEM. MC.l.: massa corporal inicial; MC.F.: massa corporal final. Nomero de
animais entre parénteses. Teste t Student ndo pareado, bicaudal (*p<0,05, em relacdo & MSG, num
mesmo parametro).
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6. DISCUSSAO

6.1 Parametros morfométricos e metabdlicos

6.1.1 DIO

O modelo de dieta hiperlipidica é amplamente usado para o estudo da
obesidade e sindrome metabdlica em roedores (BUETTNER et al., 2006, 2007;
HARIRI e THIBAULT, 2010). As principais vantagens deste modelo sdo suas
consequéncias fisiopatologicas e semelhanca com a etiologia da doenca humana
(CORTEZet al., 2013). Porém, a contribuicdo de modelos de dieta hiperlipidica na
compreensao da etiologia da obesidade e da sindrome metabdlica tem sido limitada
devido ao uso frequente de racdes com distintas composicdes, baixa densidade de
nutrientes e adicao de ingredientes impuros (CORTEZ et al., 2013).

A dieta de “cafeteria” € um subtipo de dieta hipercaldrica que inclui alimentos
de consumo humano enriquecidos com acucares refinados e acidos graxos
saturados (DIETRICH et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008; LINDQVIST et al.,
2008; BARTOLOMUCCI et al., 2009). Sabe-se que até aproximadamente 100 dias
de idade o aumento na MC de roedores é devido, principalmente, ao aumento da
massa muscular (BAGNOL et al., 2012), mas com esta dieta os animais ganham
peso e tornam-se obesos mais rapidamente do que com dietas hiperlipidicas, devido
a uma maior ingestdo de alimento, como consequéncia da maior palatabilidade
(WEST e YORK, 1998). No entanto, o problema desta abordagem é que a
composi¢do real dos macronutrientes na dieta pode ser muito variavel, impedindo o
isolamento dos fatores dietéticos essenciais e de sua influéncia na andlise
pretendida (SPEAKMAN et al., 2008).

No presente estudo, 0s constituintes da racdo peletizada, utilizada para
indugdo da obesidade, foram selecionados e combinados de modo a prover a
densidade energética especifica e desejada, qual seja 5,2 kcal/g, adicionalmente a
1,2 kcal/mL fornecido pela solucdo de sacarose 30% para beber ad libitum.
Comparativamente a racdo normal, a ragdo aqui usada para a indugdo da DIO é
essencialmente hiperlipidica (8 x maior), com ligeira diminuicdo do conteudo de
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proteinas (0,6 x), carboidratos (0,7 x), matérias fibrosas (0,6 x) e vitaminas e
minerais (0,7 x), proporcionando, juntamente com a solugdo para beber, cerca do
dobro da densidade energética, mas evitando os efeitos diretos ou indiretos da
ingestdo de nutrientes desconhecidos. Assim, as caracteristicas desse regime de
inducédo tentam mimetizar a dieta de “cafeteria” sem a utilizacdo de componentes
industrializados para consumo humano, 0s quais muitas vezes nao sao identificados
e/ou sdo impuros, conforme jA mencionado.

O presente estudo mostra que a dieta DIO promoveu ganho de MC, em
conformidade com o que ¢ descrito para a dieta hiperlipidica (LLADO et al., 1995) e,
também, diminuicdo da ingestdo de alimento. Os sinais hormonais produzidos na
periferia em resposta as oscilacbes dos niveis de nutrientes exercem efeito no
controle da adiposidade e no controle imediato da fome. A leptina € o mais
importante sinal periférico responsavel por estabelecer uma conexao entre os sitios
de estoque de energia e o SNC (BENATTI e JUNIOR, 2007). Dessa forma, o
aumento de MC aqui observado nos animais DIO deve acarretar aumento da leptina,
a qual sinaliza a saciedade, diminuindo a ingestdo alimentar. Sabe-se que a
regulacdo da producédo de leptina é correspondente as variagées da massa do tecido
adiposo, e que a insulina também desempenha um papel intermediario no controle
da adiposidade, além do controle imediato da fome e potenciacdo dos sinais da
leptina (CARVALHEIRA et al., 2003). Nos modelos DIO e MSG utilizados no
presente estudo, o0s quadros de hiperinsulinemia e hiperleptinemia sao
caracteristicos (CESARETTI e JUNIOR, 2006). O aumento dos depdésitos de tecido
adiposo periepididimal e retroperitoneal dos animais DIO confirmam relato de White
et al. (2013) sugerindo que, comparativamente a outros esquemas de dieta (HILL et
al., 1993; SHILLABEER e LAU, 1994), neste modelo a obesidade é gerada de forma
consistente, apesar do periodo relativamente mais curto de dieta (10 semanas). Os
sinais neurais originam-se no trato digestivo e oferecem informagdes momentaneas
a respeito da ingestao e absorgéo de nutrientes. Tais sinais sdo carreados ao SNC
pelo nervo vago, alcangcando o nucleo do trato solitario (NTS) (HOWARD e FLIER,
2006). A partir dos nacleos hipotalamicos e NTS, os sinais avangcam em direcao a
outras regides do SNC para coordenar a ingestdo de alimentos, gerando sinais de
saciedade e fome (HOWARD e FLIER, 2006). No presente estudo, o tratamento dos

animais DIO com exenatida reduziu a massa do depdsito de tecido adiposo
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retroperitoneal e ndo alterou a massa do depdsito de tecido adiposo periepididimal
(adiposidade). Sabe-se que o GLP-1, quando atua centralmente, desempenha papel
na supressdo da ingestdo alimentar por necessidades metabdlica e heddnica
(TRAPP e RICHARDS, 2013). Dessa forma, a diminuicdo da adiposidade em DIO-E
sugere a provavel interacdo da exenatida administrada nos animais DIO com
receptores para GLP-1 presentes no NTS, evidenciando sua eficdcia em diminuir a
ingestao de alimento e, consequentemente, melhorando o quadro de obesidade.

No outro extremo do controle do fluxo de energia por sinais periféricos, qual
seja o controle imediato da saciedade, encontra-se um grupo de hormoénios
produzidos pelo trato digestivo, sendo um deles o GLP-1, com papel anorexigeno.
Uma das fun¢des do GLP-1 é o retardamento do esvaziamento gastrico. Tal qual o
GLP-1, a exenatida prolonga a sensacdo de saciedade e, atua, dessa forma, na
reducdo da MC consequente a menor ingestao de alimento no grupo DIO-E.

A inducdo de obesidade DIO (com ou sem exenatida) ndo promoveu
alteracdo persistente na ingestdo liqguida em relacdo aos controles, mostrando que
nao ha influéncia da palatabilidade da solucdo de sacarose e do conteudo
hiperlipidico da racéo sobre o consumo de liquido. Sabe-se que a ingestdo de
sacarose diminui o consumo de energia na refeicdo seguinte, pois a energia da
sacarose € compensada pela reducdo da ingestdo de energia proveniente de outras
fontes (SALMENKALLIO-MARTTILA et al., 2009). Ap6s a primeira semana de
exposicao a dieta hiperlipidica, ha tendéncia de compensar a alta densidade
energética da dieta ingerindo menor quantidade de alimento (HARIRI e THIBAULT,
2010). Além disso, sabe-se também que no inicio de uma dieta hiperlipidica os
animais sao sensiveis ao efeito anorexigeno da leptina, embora mesmo com a
reducdo da ingestdo de alimento tornem-se obesos em funcdo do aumento
da eficiéncia da alimentagcdo proporcionado pelo excesso de gordura (97-98% de
eficiéncia). Este aumento conduz a um aumento nos niveis de leptina plasmaética,
seguido pela insensibilidade a sua acédo (STUBBS et al., 2004; HARIRI e THIBAULT,
2010). Durante o tratamento com exenatida, a dieta DIO néo alterou o0 CNA do grupo
DIO-E em relacdo ao grupo DIO. No entanto, os animais DIO tiveram aumento do
CNA em relacdo a C-S, indicando que a alta densidade energética da dieta
influencia o crescimento dos animais. Obviamente, o aumento do indice de Lee dos

grupos DIO e DIO-E em relagdo aos controles decorre da desproporcionalidade
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entre MC e CNA nestes animais; porém houve reduc¢éo do indice de Lee em DIO-E,
em relacdo a DIO, indicando, mais uma vez, a eficacia da exenatida em melhorar o
quadro de obesidade, diminuindo a MC e a massa do tecido adiposo retroperitoneal,
além de reduzir a glicemia.

Alguns estudos demonstraram que alteracdes na resisténcia a insulina sao
independentes da adiposidade, mas estdo estreitamente relacionadas com a
quantidade e o tipo de gordura ingerida (PAGLIASSOTTI et al., 2000), em especial
ao tamanho e numero de insaturagbes das mesmas (STEIN et al.,, 1997). A
utilizacdo de acidos graxos livres, derivados dos estoques de TG, como substrato
energético (PAN et al., 1997), seria responsavel pela diminuicdo da mobilizacdo de
glicose via glicogénio, levando a um feedback negativo do glicogénio muscular e
hepatico sobre a atividade da glicogénio-sintetase e, consequentemente, ao
aumento do estoque de glicose. Além disso, outros estudos mostraram que em 8
semanas de alimentacdo rica em lipidios, houve reducdo da translocacdo do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4), tanto mediada pela insulina como pela
contracdo muscular. Esta reducdo da translocacdo do GLUT-4 pode ser
consequéncia de uma adaptacdo do metabolismo energético ao aumento de acidos
graxos livres no plasma e, consequentemente, do TG nos tecidos musculares,
devido ao uso da dieta hiperlipidica (PEREIRA et al., 2003).

Os animais DIO apresentaram a mesma quantidade de insulina secretada
gue C-S, sugerindo a presenca de um mecanismo de compensacao para manter a
homeostase insulinica. Apesar disso, a glicemia, assim como a HbAlc desses
animais, foram maiores em relacdo a C-S, evidenciando resisténcia a insulina.
Dados recentes apontam a HbAlc como um marcador precoce para rastrear o risco
de DM2 em populacdes de alto risco, como individuos com excesso de peso
(EDELMAN et al., 2004 ; LERNER et al., 2014), permitindo que sejam realizadas
intervengbes para evitar o desenvolvimento do DM2. A intervencdo farmacologica
com a exenatida durante 20 dias nos animais DIO promoveu uma tendéncia para a
diminuicAio da secrecdo do glucagon, reestabeleceu a (glicemia e,
consequentemente, também os niveis de HbAlc (iguais a C-S), sugerindo o
aumento da sensibilidade desses animais a insulina, em relagdo a DIO sem

tratamento.

98



Sabe-se que o Kitt, em funcéo da supressao da producao hepatica de glicose
e pelo estimulo a captacdo de glicose pelos tecidos insulino-sensiveis, ocorre ao
longo dos 15 primeiros minutos apos a injecdo de insulina no ITT (GELONESE e
TAMBASCIA, 2006). No presente estudo, observamos uma segunda fase (a partir
dos 30 minutos), onde se inicia uma resposta contra-regulatéria para combater a
hipoglicemia, na qual parecem envolvidos, ndo sé a insulina, mas também outros
horménios como o glucagon, catecolaminas e hormonio de crescimento, que podem
influenciar na diminuicdo da glicose (AHREN, 2000; GELONESE e TAMBASCIA,
2006; NERY, 2008). O tratamento dos animais DIO com a exenatida favoreceu a
resposta contra-regulatéria citada acima, visto que esses animais apresentaram
aumento do Kitt, em relacdo a DIO sem tratamento. A melhora do controle glicémico
dos animais DIO-E, evidenciada no presente estudo pela diminuicdo da HbAlc e
restauracdo da glicemia, assim como a possivel influéncia da exenatida sobre o
aumento da sensibilidade a insulina e nas respostas de hormonios (catecolaminas,
cortisol, hormoénio de crescimento, glucagon) sdo hipdteses provaveis para o
favorecimento da resposta contra-regulatéria observada.

Ha forte associacdo entre ingestdo excessiva de gorduras saturadas,
elevacdo do colesterol sérico e aparecimento de doencas cardiovasculares
(CARANTI et al., 2007). Um dos mecanismos propostos para a acado deletéria dos
acidos graxos saturados € a reducdo no numero de receptores hepaticos de LDL
colesterol, o que pode inibir a remocdo dessa lipoproteina e, também, aumentar os
niveis de TG no plasma (CAPANNI et al., 2006). Os animais DIO-E apresentaram
diminuicdo do colesterol total e do VLDL, assim como de TG em relagdo ao DIO, ndo
diferindo de C-S. Estudos evidenciaram que a hipertrigliceridemia € um fator de risco
para doencas coronarianas, devido ao efeito aterogénico direto de lipoproteinas
ricas em TG, principalmente o VLDL (SCHIAVO et al., 2003). Dessa forma, os
resultados obtidos sugerem a eficacia da exenatida na melhora de dislipidemias e na
prevencédo de doencas coronarianas. O HDL e LDL colesterol foram similares entre
todos os grupos. Sabe-se que embora a obesidade seja fator predisponente a varios
tipos de dislipidemias, nem todos os obesos as apresentam, e mesmo individuos
magros estdo sujeitos a apresenta-las (DATTILO e KRIS-ETHERTON, 1992;
HOWARD et al., 2003). Portanto, cabe ressaltar que, em geral, os resultados

observados no presente estudo sdao um bom indicativo dos efeitos benéficos da
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exenatida sobre a obesidade dietética em ratos, num tratamento de 20 dias

consecutivos, utilizando a dose farmacologica para humanos.

6.1.2 MSG

Hormonios circulantes que atuam sobre o SNC representam importantes
sinais que refletem o status energético periférico e podem influenciar mecanismos
centrais que regulam a ingestao de alimento e a MC (BOURET e SIMERLY, 2004).
Dentre as areas do SNC, o hipotalamo desempenha um papel critico na regulacao
da alimentacdo (BOURET e SIMERLY, 2004). Sabe-se que aos 90 dias de idade,
animais tratados com MSG no periodo neonatal, apresentam caracteristicas
marcantes como: obesidade visceral e subcutanea, aumento de insulina circulante,
tanto no estado de jejum quanto no periodo pdés-prandial, resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose e dislipidemia (SCOMPARIN et al.,, 2006), reproduzindo
caracteristicas similares aquelas observadas na sindrome metabdlica em humanos
(SCOMPARIN et al., 2006).

O menor CNA, atribuido ao baixo nivel do horménio do crescimento, e o
aumento no indice de Lee observados nos grupos MSG, em relacdo a C-S, sdo
caracteristicas deste modelo experimental (KUBOTA et al., 1994), corroboradas no
presente estudo e que ndo foram modificadas pela exenatida. A menor MC também
€ uma caracteristica desse modelo. Entretanto, os animais MSG nao apresentaram
diferenca na MC, em relacédo a C-S, a partir da 112 semana.

Alguns autores constataram que animais MSG sdo normofagicos,
caracteristica também confirmada no presente estudo. Sabe-se que apesar da
resisténcia a insulina, o modelo MSG ainda secreta insulina suficiente para manter a
normoglicemia de jejum e evitar a instalacdo do DM2 (MORRISON et al., 2008;
SVIDNICKI et al., 2013). Houve sutil aumento da glicemia e da secre¢ao de insulina
em MSG, em relacdo a C-S, porém ndo houve alteracdo da HbAlc. A reducdo da
glicemia, durante o periodo de 20 dias de tratamento, em relacdo a MSG,
juntamente com o aumento da secrecdo da insulina, em relacdo a C-S e MSG,
evidencia a significativa atuacdo da exenatida na melhora do controle glicémico,
sugerindo a melhora da sensibilidade a insulina nesses animais. Apesar da secrecao

de glucagon néo ter diferido significativamente entre os grupos C-S, MSG e MSG-E,
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observou-se uma tendéncia de diminuigdo da secre¢dao desse hormoOnio nos grupos
MSG e MSG-E, principalmente neste ultimo, talvez decorrente de contra-regulacéo
entre a secrecdo de insulina e glucagon pelas ilhotas (NERY, 2008). Sabe-se que o
GLP-1 apresenta a capacidade de restringir a secrecdo de glucagon nas ilhotas
pancreaticas, sendo este considerado um importante mecanismo para regulacao da
concentracdo plasmatica de glicose (NAUCK, et al. 2002). Segundo Nemeroff et al.
(1977), a obesidade MSG € metabolica e ndo decorrente do aumento da ingestéao
alimentar. O presente estudo evidenciou que, no periodo de tratamento, 0os animais
MSG-E tém um discreto aumento da ingestdo de alimento em relacdo a MSG,
sugerindo que isso ocorra para manter a homeostase glicémica.

Os animais MSG e MSG-E apresentaram tolerancia a glicose como C-S, dado
este que estd em concordancia com a auséncia de diferenca no GTT entre animais
MSG e controle com 13 semanas de idade e a presenca de intolerancia a glicose em
animais MSG apenas entre 65 a 70 semanas de idade (MORRISON et al., 2008). O
tratamento com exenatida, assim como no DIO, aumentou o Kitt em relacdo aos
animais MSG sem tratamento, mais uma vez sugerindo o favorecimento das
respostas contra-regulatérias, por meio da acdo benéfica da exenatida sobre o
controle glicémico e aumento da sensibilidade a insulina e da respostas de
horménios contra-reguladores.

O presente estudo mostrou que os depdsitos de gordura periepididimal e
retroperitoneal dos obesos MSG, tratados ou ndo com exenatida, apresentam maior
massa e, juntamente com a analise do indice de Lee, evidenciam claramente outra
caracteristica desse modelo, que € a hipertrofia adipocitaria (BERNARDIS e
PATTERSON, 1968; MACHO et al., 2000).

A hipertrigliceridemia e o maior nivel de &cidos graxos livres no plasma
também sdo relatados como caracteristicas deste modelo de obesidade
(CHIKAMORI et al., 1977; DAWSON et al., 1997; SCOMPARIN et al., 2006). Nos
resultados observados no presente estudo, corroborou-se a presenca de
hipertrigliceridemia e somente os niveis de HDL colesterol melhoraram, em relacéo a
C-S, apos o tratamento com exenatida. Utilizando NN2211, um composto derivado
de GLP-1, na dose 200 ug/kg, duas vezes ao dia durante 10 dias consecutivos,
Larsen et al. (2001) demonstraram acentuada perda de peso e reducdo de TG em

animais MSG.
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6.1.3STZ

A inducdo de DM por STZ em roedores tem sido amplamente utilizada para
estudos da fisiopatologia desta doenca em humanos (DELFINO et al.,, 2002;
TAKADA et al., 2007; KIM et al., 2013). A inducdo durante a fase adulta produz um
grave quadro de DM, resultando na necessidade da administracédo diaria de insulina
para garantir a sobrevivéncia do animal (TAKADA et al., 2007). Quando a inducao
do DM com STZ ocorre na fase neonatal, o desenvolvimento da hiperglicemia,
intolerdncia a glicose e leve hipoinsulinemia € um processo insidioso, quase
assintomatico no inicio, manifestando-se na idade adulta, com caracteristicas que se
assemelham ao curso natural do DM2 em humanos (KODAMA et al., 1993). Uma
hipotese para essa evolucdo € que, durante o periodo neonatal, ndo ha destruicdo
total das células beta, e dai, as células resistentes compensariam o dano causado
pela STZ, aumentando a secrec¢do de insulina para manter os niveis de glicose
dentro da normalidade (AHREN, 1989). No entanto, depois de certo periodo, ocorre
0 esgotamento dessas células, resultando na diminuicdo de suas funcoes,
conduzindo a elevacéo dos niveis plasmaticos de glicose (AHREN, 1989). A alta
toxicidade da STZ dirigida para as células beta se deve a sua similaridade com a
glicose, o que permite que STZ seja internalizada via GLUT2, o qual esta presente
em hepatdcitos, células epiteliais intestinais e renais, e astrocitos de alguns nucleos
do SNC (MACHADO, 1998).

Animais diabéticos apresentam perda de MC, hipoinsulinemia e hiperglicemia
(LERCO et al., 2003; DELFINO et al., 2002), esta ultima a principal disfuncdo dessa
doenca (ATKINSON e EISENBARTH, 2001). Os elevados niveis de glicose
circulantes no sangue acabam sendo eliminados pela urina, carregando consigo
agua em excesso (diurese osmotica). Esta eliminacdo de liquidos é compensada
pelo aumento da ingestdo de agua (polidipsia) mediada por mecanismos que
controlam a sede (CINTRA et al., 2011). No presente estudo, observou-se polidipsia
acentuada entre a 82 e a 10® semana, além do aumento da ingestdo alimentar
(polifagia). Os animais STZ apresentaram aumento da glicemia em relagédo a C-S e o
tratamento com exenatida foi efetivo na redugdo, porém, ndo atingindo a

normoglicemia. Na ultima semana do experimento, o grupo STZ apresentou menor
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ganho de MC em relagdo a C-S. Sabe-se que no DM hé dificuldade em captar e
armazenar nutrientes em tecidos e 6rgdos e a perda destes pela urina causa
reducdo da MC, fadiga e fome excessiva (polifagia) (CINTRA et al.,, 2011), sendo
gue o tratamento com exenatida nao alterou a MC e a ingestéo de alimento.

Os animais STZ apresentaram intolerancia a glicose e resisténcia a insulina
em relacdo a C-S e STZ-E, quadro caracteristico deste modelo (KONRAD et al.,
2001; WOLD et al., 2003 TAKADA et al., 2007) e que se confirma com os resultados
de glicemia e HbAlc. O tratamento com exenatida restaurou a tolerancia a glicose, e
aumentou a sensibilidade a insulina evidenciando, também em nosso estudo, a sua
ja conhecida acéo antidiabetogénica (KENDALL et al., 2009; ZHENG et al., 2009).

A massa dos tecidos adiposos periepididimal e retroperitoneal nos animais
STZ foi menor em relagéo a C-S, o que provavelmente contribuiu com a reducédo de
MC supracitada. Nao foi constatada a dislipidemia, considerada, por outros autores,
caracteristica desse modelo experimental (HARDMAN, 1999; LERCO et al, 2003;
DELFINO et al., 2002), nos diabéticos, tratados ou ndo com exenatida, em relacao a
C-S. Porém, a exenatida aumentou o HDL em STZ-E, sugerindo um papel benéfico
desse farmaco na regulacdo dessa lipoproteina.

A HbAlc é um parametro importante no diagnostico do DM2 (BEM e KUNDE,
2006; NETTO et al., 2009). Houve aumento da HbAlc em STZ, como esperado, € 0
tratamento com exenatida diminuiu drasticamente os valores desse parametro
equiparando-os ao de animais C-S, evidenciando assim o efeito benéfico deste
farmaco em restabelecer a melhora do controle glicémico.

A acdo do GLP-1 estimulando o crescimento das células beta e a sua
neogénese sao clinicamente relevantes para o tratamento do DM (PERFETTI e
MERKEL, 2000). A diminuicdo da secrecdo de insulina pelas ilhotas pancreaticas
isoladas foi evidenciada, ap6s a incubagdo com glicose, em ambos 0s grupos
diabéticos, STZ e STZ-E. A auséncia da supressdo apropriada da secrecdo das
células alfa pelas células beta pancreaticas tem sido proposta como um mecanismo
gue explica as respostas exageradas do glucagon, especialmente prevalente em
pacientes com deficiéncia de secrecdo das células beta (DM1 e em individuos com
DM2 insulinopénicos) (YOUNG, 2005). No entanto, no presente estudo a secregéo

de glucagon nao diferiu entre os grupos.
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6.2 Comparacao das alteragdes, sob estudo, entre os modelos de obesidade
MSG e DIO

A obesidade é o resultado de uma complexa interacdo de fatores genéticos;
enddcrinos, resultante do desequilibrio dos hormdnios anorexigenos e orexigenos,
com consequéncias nos eventos catabolicos e anabdlicos do individuo; culturais,
devido ao aumento do consumo de dietas ricas em acgUcares e gorduras
amplamente disseminado pelos “fast-food”; e comportamentais com o crescimento
do sedentarismo (CINTRA et al., 2011).

No presente estudo, foram utilizados dois modelos de obesidade, a obesidade
hipotalamica e dietética. O modelo de obesidade hipotalamica induzida por MSG
reflete uma lesdo que pode ser decorrente de algumas situacdes fisiopatoldgicas;
em geral, sua incidéncia natural parece ocorrer tardiamente como consequéncia da
obesidade (WILLIANS, 2012; PURKAYASTHA e CAl, 2013). O modelo MSG permite
a inducdo da obesidade provocando essa lesdo em curto prazo, ndo sendo
consequéncia das alteracfes ligadas a dieta, como ocorre no modelo de inducéo de
obesidade dietética.

A hiperleptinemia, a hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina sao
caracteristicas desses dois modelos (EL-HASCHIMI et al., 2000; MATYSKOVA et
al., 2008). No presente estudo, as alteracdes observadas em MSG e DIO sugerem a
presenca de resisténcia a insulina, visto que ambos tiveram secrecao de insulina
maior (MSG) ou igual (DIO) ao C-S, porém a glicemia permaneceu maior que C-S
em ambos o0s grupos. A obesidade e a provavel resisténcia a insulina, somadas a
outras anormalidades, como a hipertrigliceridemia e o aumento de VLDL, séo
caracteristicas relacionadas aquilo que se definiu como risco cardiometabdlico, o
que aumenta a probabilidade desses individuos desenvolverem DM2.

Em suma, a comparacdo dos parédmetros morfométricos e metabdlicos na
Tabela 5, entre os grupos DIO e MSG, evidenciou maior comprometimento
metabdlico nos animais DIO. Esse resultado sugere que, além da idade do animal, a
alimentacdo altamente calorica, a qual mimetiza a situacdo global de adeséo a este

tipo de dieta, compromete de modo mais contundente a homeostase energética.
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6.3 Efeitos da exenatida na obesidade e DM

Os estudos com miméticos do GLP-1 para uso como terapia no DM2 vém
crescendo nos ultimos anos. Sabe-se que pacientes diabéticos sdo propensos a
doencas cardiovasculares e uma das principais razées que acarretam esse quadro é
a dislipidemia diabética, caracterizada pelo aumento das concentracbes de TG e
LDL e diminuicdo do HDL, o qual esta associado com hiperglicemia, assim como o
aumento da resisténcia a insulina e de &cidos graxos livres que, por sua vez,
também influenciam o quadro de dislipidemia diabética (FARR et al., 2014; PATEL et
al., 2014). Portanto, além de suas aclGes sobre a reducdo de MC e glicemia,
melhorando a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose, o GLP-1 também
pode regular o colesterol e TG (FARR et al., 2014). Sabe-se que o tratamento agudo
ou de longo prazo com GLP-1 ou seus analogos reduz os lipidios em situacdo de
jejum, ou mesmo pos-prandialmente, em pacientes com DM2 (FARR et al., 2014).

A sinalizacdo do GLP-1 reduz a producéo de VLDL e triglicerideos no figado,
reduz o conteudo hepatico de TG pela modulacdo de enzimas-chave do
metabolismo de lipidios neste 6rgdo e prejudica a lipogénese de novo e a [3-
oxidacdo em hepatdcitos. Além disso, o GLP-1 também é capaz de modular o
transporte reverso de colesterol hepéatico (FARR et al., 2014). Assim, o presente
estudo demonstra, pela primeira vez, a atuacdo da exenatida sobre o controle da
dislipidemia, principalmente de animais com obesidade dietética, promovendo a
melhora do quadro. Ainda, a exenatida reduziu a glicemia, a HbAlc, aumentou o Kitt
e diminuiu a massa do tecido adiposo retroperitoneal, bem como a MC no modelo
DIO. Na obesidade hipotalamica, a exenatida aumentou a secrecéo de insulina e o
Kitt, além de mostrar uma tendéncia para reduzir a secrecdo do glucagon,
caracteristicas que corroboram as acbes do GLP-1 ja descritas na literatura
(DRUCKER e NAUCK, 2006; CECCARELLI et al., 2013).
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6.4 Sumario dos Resultados

7
%

L)

<,

L <4

O grupo DIO caracteriza-se por alteracbes significativas nos parametros
morfométricos (ganho de MC e CNA, aumento do indice de Lee, da massa
dos tecidos adiposos retroperitoneal e periepididimal e da glicemia de jejum e
diminuicdo da ingestdo de alimentos, sensibilidade a insulina), metabdlicos
(aumento do TG, colesterol total, VLDL e HbAlc; ndo ha alteracdo de HDL e
LDL, proteina e osmolalidade plasmaticas e teores de insulina e glucagon

secretados).

O grupo MSG caracteriza-se por diminuicdo do ganho de CNA, aumento do
indice de Lee, da massa de tecido adiposo retroperitoneal e periepididimal e
glicemia de jejum, diminuicdo da ingestdo de alimento e liquido. Em relagéo
aos parametros metabdlicos, apresenta aumento dos niveis de TG, LDL e
VLDL, e diminuicdo de proteinas plasmaticas e da sensibilidade a insulina,
porém sem alteracfes no colesterol total, HbAlc, osmolalidade plasmatica e

teores de glucagon e insulina secretados.

O grupo STZ caracteriza-se por menor ganho de MC, diminuicdo da massa
dos tecidos adiposos periepididimal e retroperitoneal. Em relacdo aos
parametros metabdlicos apresenta aumento do HDL e HbAlc, diminuicdo de
insulina secretada, intolerdncia a glicose e insensibilidade a insulina em
relacdo ao grupo C-S, bem como TG, colesterol total, LDL, VLDL, proteina e

osmolalidade plasmatica e teor de glucagon secretado inalterados.

O grupo DIO caracteriza-se por maior comprometimento da homeostase
energética, com aumento TG, VLDL, HbAlc, proteina plasmatica e teor de
insulina secretada, em relacdo ao grupo MSG. Ainda, devido a eficiéncia
energética da alimentacdo, apresenta prejuizo nos seguintes parametros
morfométricos: ganho de MC, ganho de CNA, ingestdo alimentar e

sensibilidade a insulina.
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<,

% O tratamento com exenatida por 20 dias consecutivos tem efeitos benéficos

em parametros metabdlicos e morfomeétricos relevantes nos grupos estudados
(DIO, MSG e STZ), principalmente no DIO, onde diminui o ganho de MC,
ingestdo de alimento, massa do deposito de tecido adiposo retroperitoneal,
glicemia de jejum, HbAlc, TG, VLDL, colesterol total e favorece a
sensibilidade a insulina e mecanismos contra-regulatorios para o
restabelecimento da glicemia. Também, melhora a glicemia de jejum e teor de
insulina secretada, além de favorecer a sensibilidade a insulina e mecanismos
contra-regulatérios para o restabelecimento da glicemia de MSG. Ainda,
melhora a sensibilidade a insulina, a tolerancia a glicose, glicemia de jejum e

HbAlc de STZ, sem alterar a secrecao de insulina e glucagon.
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7. CONCLUSOES

O tratamento com exenatida, utilizando dose terapéutica para humanos, em
um curto periodo de tempo reestabeleceu o controle glicémico e a dislipidemia no
modelo DIO e melhorou o controle glicémico e aumentou o HDL no modelo MSG. O
fato de que essa droga melhora o controle glicémico em STZ foi corroborado. Esses
dados contribuem com o conhecimento da farmacologia e fisiologia comparativa de
componentes de venenos animais e para elucidar novos mecanismos relacionados a
etiologia e desenvolvimento da obesidade, bem como para a prevencdo e

tratamento da obesidade e do DM.
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8. PERSPECTIVAS

Os achados do presente estudo revelam a necessidade de aprofundamento
sobre vérios aspectos relacionados aos mecanismos de atuacdo da exenatida,
principalmente nos modelos de obesidade, tais como, avaliacdo do papel de sua
sinalizacdo na regulacdo de insulina, leptina e glucagon, bem como no controle da
dislipidemia, e medida de insulina e glucagon no plasma, a fim de esclarecer como

induzem a melhora do quadro metabdlico.
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