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Resumo

0 péncreas sofre remodelamento estrutural em animais submetidos & sobrecarga alimentar hiperlipidica. Obje-
tivo: Avaliar os efeitos de monoterapias e associagdes medicamentosas sobre o metabolismo de carboidratos e
ultraestrutura pancredtica num modelo experimental de sindrome metabdlica (SM). Métodos: Camundongos C57BL/
6 de 3 meses de idade receberam dieta hiperlipidica (60% lipidios) ou dieta padrdo (10% lipidios) por 10 semanas,
sendo, entdo, iniciado tratamento farmacoldgico, oito grupos experimentais foram formados: SC (dieta padrdo, sem
tratamento); HF (dieta hiperlipidica, sem tratamento); HF-T (HF+Telmisartana, 9mg%); HF-S (HF+Sitagliptina, 1,19%);
HF-M (HF+Metformina, 600 mg%) e as associacdes HF-TM, HF-TS e HF-SM. O tratamento durou 6 semanas. A
presenca de esteatose pancredtica foi avaliada por microscopia eletrénica de transmissdo e a insulinemia por
radioimunoensaio. Os indices Homa-IR e Homa-B foram também calculados. Resultados: A dieta HF resultou em
sobrepeso nos animais apds duas semanas de administracdo quando comparado ao grupo SC, condigdo que foi
mantida ao longo de todo o experimento (p<0,0001). Os indices Homa-IR (avalia a resisténcia a insulina) e HOMA-B
(avalia a hipersecrecdo das ilhotas) encontraram-se aumentados no grupo HF (p<0,0001). Todos os tratamentos
resultaram em normalizagdo da insulinemia e reducdo da resisténcia a insulina. A microscopia eletronica revelou
citoarquitetura preservada e auséncia de esteatose nos grupos tratados, enquanto o grupo HF apresentou células
desorganizadas e goticulas de gordura no interior dos dcinos. Conclusdo: Os tratamentos propostos foram eficazes
ao tratar a resisténcia a insulina, promovendo insulinemia normal e reducdo da esteatose pancreatica num modelo
experimental de SM. Apoio: CNPq, Faperj.
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Introdugdio Metodologia

A sindrome metabdlica (SM) inclui aumento da Animais: Camundongos machos C57BL/6 (3
circunferéncia abdominal, hipertensdo arterial sis- meses de idade) passaram a receber dieta padrao
témica (HAS), dislipidemia e resisténcia a insulina para camundongos (10% lipidios - 420Kcal/100g)
(RI) ou Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (Eckel, Grun  ou dietahigh fat (60% lipidios - HF — 540 Kcal/
dy et al, 2005). O excesso de tecido adiposo visce- 100g). Apos 10 semanas de dieta, os animais foram
ral é um pilar para o desenvolvimento dos caracte- redivididos de acordo com medicamento que iriam
res da SM, onde o tecido adiposo falha ao tentar receber, perfazendo 8 grupos (n=6): i) S€u-
armazenar os lipidios pos-prandiais, levando ao act dard chow- dieta padréo ao longo de todo o expe-
mulo ectépico de gordura em 6rgdos como o pan- rimento), ii) HF (dietehigh fatdurante todo o expe-
creas, um fendmeno conhecido como lipotoxicidade fimento), iii) HF-T (dieta HF + Telmisartana —

(Mcgarry; Dobbins, 1999; Sharma; Engeli, 2006).  0:01%), iv) HF-S (dieta HF + Sitagliptina — 0,9%)
HF-M (dieta HF + Metformina — 0,48%), vi) HF-

Novas drogas propostas para o tratamento daTg (dieta HF + Telmisartana + Sitagliptina) vii) HF
SM apresentam ac¢ao sobre o metabolismo de lipidios ) (dieta HF + Telmisartana + Metformina) e viii)
e/ou carboidratos (Kurtz, 2005; Eriteal, 2006). A HF-SM (dieta HF + Sitagliptina + Metformina). Os
Telmisartana € um anti-hipertensivo que bloqueia 0 farmacos foram incorporados a dieta dos animais, a
receptor AT da angiotensina Il (BRA) (Burnier;  qual foi reposta diariamente. O tratamento medica-
Brunner, 2000), mas também € agonista parcial do mentoso e/ou o esquema alimentar apds os 5 meses
PPAR-& (Benson, 2004). Integrando essas duasde idade durou 6 semanas, quando os animais fo-
acoes, o desarranjo metabdlico e inflamatorio da SM ram sacrificados.

pode ser contornado (Benndetfal, 2006). Bioquimica do sangue e radioimunoensaio:

A sitagliptina pertence a uma nova classe de Ainsulinemia foi dosada por radioimunoensaio e jun
agentes antidiabéticos. A partir da inibicdo da-enz tamente com a glicemia de jejum foram calculados
ma dipeptidil peptidase-4 (DPP-4), ocorre aumento 0s seguintes indices: Homa-IR (glicemia de jejum x
da vida média das incretinas (Drucker; Nauck, 2006; insulinemia de jejum/22,5) e Homa-B (20 x insuline-
Theodorakis et al 2006; Baggio; Drucker, 2007).  mia de jejum / glicemia de jejum — 3,5).

O mais importante desse hormonios € o0 GLP-1  |mynofluorescéncia: A imunofluorescéncia foi
(“Glucagon-like peptide-J; cujas agdes incluem  qqizada para localizar insulina e glucagon s il

a diminuicdo da secrecdo de glucagon pelas celulasas pancreaticas. Os anticorpos anti-insulina-(anti
alfa concomitante ao aumento da sensibilidade a in- guinea pig, A0564 Dako) e antiglucagon (antirabbit,
sulina e biossintese desta (Baggio; Drucker, 2007; A0565, Dako) foram utilizados na diluicio 1:50. A
Lamont; Drucker, 2008). Por outro lado, a metfor- dupla marcacéo foi realizada com a utilizagdo de
mina vem sendo amplamente utilizada em estudos dojs anticorpos secundarios distintos (antiguinga p
experimentais e sua acao advém da reducao da proe antirabbit) conjugados com o fluoréforo Alexa. Um
ducdo hepatica de glicose, resultando na melhoramicroscépio confocal a laser (CLSM-510 Meta—
da resisténcia hepatica a insulina e no aumento dazeiss) foi utilizado para visualizagéo e fotomicro-

sua sensibilidade nos tecidos periféricos (Inzucchi grafias foram obtidas usando objetivas de 20x (EC
et al, 1998; Vermaet al., 2000). Plan-Neofluar).

Dada a multifatoriedade da SM, o presente tra-  Microscopia eletrénica de transmissdoPe-
balho visou a avaliar a associagao de diferen@sag quenos fragmentos de pancreas (1mm2) foram fi-
tes farmacoldgicos sobre o remodelamento estrutu- xados com 1,5% de glutaraldeido em 0,1 mol de tam-
ral e ultraestrutural pancreatico num modelo expe- pao cacodilato, pH 7,4, pos-fixado com tetroxido de
rimental de SM. 6smio 1% em 0,1 mol de tampao cacodilato, desi-
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dratados em solu¢Bes de acetona de concentragéd@orroboram com relatos prévios (Mtial, 2006),
crescente e incluidas em resina epéxi. Sec¢des ultra nos quais uma distribuicdo anormal de células alfa
finas (68nm) foram cortadas em ultramicrotomo foi visualizada no grupo HF. A expresséo de gluca-
(Leica), contrastadas com acetato de uranila e ci- gon foi to intensa no grupo HF que as células alfa
trato de chumbo e examinadas ao microscépio ele- positivas ndo ficaram restritas a periferia datédho
trénico (Zeiss EM 906). mas se infiltraram na estrutura inteira, incluisda
cerne, ao passo que no grupo SC as células alfa
compreenderam um manto de células positivamen-
te marcadas para glucagon ao redor das ilhotas. A
expansdo da massa de células alfa faz-se necessa-
ria devido a aumentada demanda metabdlica imposta
pela compensacao de células beta nos estados de
resisténcia a insulina (Ellingsgaaatdal, 2008).

Andlise estatisticaOs dados sdo mostrados
como media + EPM. As comparacgdes entre os gru-
pos foram feitas pel®@ne-wayAnova seguido pelo
pos-teste de Tukey, por meio do programa GraphPad
Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

. ~ Em contraste, todos os tratamentos resultaram em
ReSUhOdOS € D|SCU5500 normalizacdo do padrdo de distribuicdo de células
beta/células alfa nas ilhotas pancreaticas. Adfliper
A dieta HF promoveu ganho ponderal e maior cagonemia correlaciona-se diretamente com a resis-
acumulo de gordura corporal (p<0,0001). A perda téncia hepatica a insulina e fungdo anormal das ilh
de peso foi significante em todos os grupos tratado tas (Winzellet al, 2007) e, consequentemente, todos
(Tabela 1). A telmisartana merece destaque, umaos grupos tratados se beneficiaram da reducédo da
vez que normalizou a massa corporal nos grupos massa de células alfa e da expressao de glucagon.
HF-T e HF-TS ao término do experimento. Ela age

. : A microscopia eletronica de transmissao (Figura
como um agonista parcial PPAR-gama, resultando

o _ ) _ 2) revelou glébulos de gordura abundantes, caracte-
no ""Pme[‘to dos, nivels de adiponectina, a qual ativa rizando doencga nao alcodlica do pancreas gorduroso
a oxidacdo de ac!dos graxos (Bensoml, 2004; _no grupo HF (Lee et al., 2010). As goticulas liadi
Tuck, 2005). Devido a esses eventos, a gordura epromoveram um completo desarranjo da citoarquite-

metabolizada para alcancar os requerimentos ener- : .
L o . .. tura acinar. A presenca de células estreladasgsancr
géticos ao invés de ser desviada para depositos ec-,. . -
. . aticas ativadas (PSCs) nos animais HF sugere uma
tépicos de gordura (Bensehal, 2004; Arakiet al,

. . progressao para a esteatopancreatite ndo-alcodlica
2006; Sugimotet al, 2008). (NASP) (Fraulob; Ogg-Diamantiret al, 2010).
A resisténcia a insulina foi verificada no grupo HF

por meio do aumento do Homa-IR (p<0,0001,Tabela
1). Na vigéncia de resisténcia a insulina, asdkot
hipertrofiam e hipersecretam insulina numa terdativ
de compensar a reduzida captacéo de glicose e nor-
malizar a glicemia até gue ocorra a exaustao pancre
atica (Bonora, 2008). A hipersecrecéo das ilhatas f
verificada nos animais HF por meio de um aumento
do Homa-B (p<0,0001, Tabela 1). Ambos os acha-
dos foram eficientemente tratados, visto que ithota
pancreaticas de tamanho normal, niveis normais de
insulina e Homa-B normal foram encontrados em
todos os grupos tratados. Figu verde e

. . insulina em vermelho) das ilhotas pancreéticas dos
Diferencas expressivas foram observadas na

. - . . animais aos 7 meses de idade (p6s-tratamento)
arquitetura e na composicao celular das ilhotas ap6

a imunofluorescéncia (Figura 1). Nossos resultados Fonte: Dados obtidos pelos autores. Rio de Jar2€ii@.
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Tabela 1 - Massa corporal e metabolismo de cardimisir

Parametros sC HF HFE-T HF-S HF-M HF-TM HF-TS HF-SM

Biometria

Massa corporal (g) 25,12+0,25 38,05+0,88° 27,88+0,20" 30,65+0,89 " 30,62+0,58 *° 29,58+0,65 " 27,17+0,62°" 30,37+0,40 *°
(2.23

Carboidratos

Insulina (ng/dL) 7,5940,22 2353+2,28°%  10,32+1,80°" 13,0621,92°" 12,8442,00°" 12,22+0,54 " 12,51+1,36" 11,10+0,78"°

HOMA-IR 41,70+¢1,93  159,10+16,77% 58,46+11,18"  73,36+11,73°" 69,86+12,33" 78,31+1,37°" 81,59+9,14 " 71,07+4,39°

HOMA-B 45,29+1,66 95,00+11,17*  58,10+1,28" 74,18+12,91° 78,54+13,70" 55,43+7,76" 53,99+7,63 " 49,5645,49 "

Dados mostrados como média + EPM. Simbolos repgaesatiferenca estatistica de (a) SC, (b) HF, (eJHE) HF-S, (e) HF-M, (f) HF-TM e (g) HF-TS, p<&, One-

way Anova, post-hoc test de Tukey.

Fonte: Banco de dados dos pesquisadores.
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