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Sessão 6.1.- Oral - Investigação
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CENDENTE DE MODUlAçãO DA DOr DUrANTE A DIA-
BETES: O PAPEl DO StreSS OXIDATIVO
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Introdução: As alterações estruturais e funcionais das vias nocicepti-
vas ascendentes parecem contribuir para a dor associada à neuropatia 
diabética (ND). Os efeitos da diabetes nas vias descendentes de mod-
ulação nociceptiva e a sua influência no controlo da dor são ainda des-
conhecidos. Estudos preliminares demonstraram níveis aumentados 
de stress oxidativo na medula rostroventromedial (RVM), uma área 
en volvida na modulação descendente da dor mediada pela serotoni-
na, que poderão estar a comprometer a modulação nociceptiva e 
con tribuir para a dor associada à ND.
Objetivos: Este trabalho teve como objetivo principal avaliar se o 
stress oxidativo afeta a integridade neuronal no RVM, nomeadamente 
dos neurónios serotoninérgicos. 
Material e Métodos: A diabetes foi induzida em ratos Wistar machos 
por injeção intraperitoneal de estreptozotocina (60 mg/kg). Os ani-
mais controlo receberam solução veículo. A um grupo de ratos diabé-
ticos foi administrada uma solução aquosa de EGCG (2 g/l) (Diab+ 
EGCG), um potente antioxidante presente no chá verde, durante 10 
semanas. Os restantes animais consumiram apenas água (Ctrl e Diab). 
Os animais foram sacrificados às 10 semanas de diabetes, após avalia-
ção comportamental da sintomatologia dolorosa. A densidade neuro-
nal no RVM foi determinada por contagem do número de células imu- 
norreativas para NeuN (um marcador neuronal). Os neurónios se ro-
toninérgicos foram identificados por imunodeteção da enzima hidro-
xilase do triptofano (enzima limitante na síntese de serotonina). Os 
níveis de stress oxidativo foram quantificados por imunodeteção de 
8-OHdG (marcador de dano oxidativo do material genético). A morte 
celular foi quantificada por ensaio de TUNEL. 
resultados: O grupo Diab apresentou uma diminuição significativa 
na densidade neuronal e no número de neurónios serotoninérgicos 
no RVM, acompanhada por um aumento nos níveis de stress oxidativo 
e morte celular. Estas alterações foram prevenidas pelo tratamento 
com EGCG, o que se fez acompanhar por uma melhoria da sintomato-
logia dolorosa.
Conclusão: A diabetes induz neurodegeneração no RVM, nomeada-
mente dos neurónios serotoninérgicos, por aumento de stress oxida-
tivo e morte celular, o que poderá estar a comprometer a inibição se-
rotoninérgica da dor e justificar ineficácia analgésica dos fármacos 
inibidores da recaptação da serotonina na dor associada à ND. O uso 
de antioxidantes poderá ser benéfico na prevenção da neurodegene-
ração e melhorar os efeitos analgésicos dos fármacos referidos.
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Os inibidores da dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), ao serem capazes de 
aumentar e prolongar os efeitos das incretinas endógenas, estimulam 
a secreção de insulina, inibindo a produção de glucagina, preservando 
a massa de células β pancreáticas, constituindo-se como uma nova 
op ção terapêutica. O presente estudo foi desenvolvido com o objec-
tivo principal de avaliar, num modelo animal de DM2 os mecanimos 
responsáveis pela protecção pancreática demonstrada pela sitaglipti-
na, um inibidor da DPP-4. Foram utilizados ratos diabéticos obesos 
(Zucker Diabetic Fatty (ZDF) (fa/fa)) (n=15) e os seus controlos não 
dia béticos e não obesos (ZDF (+/+) (n=5) com 20 semanas de idade. 
O grupo diabético foi sub-dividido em 2 grupos (n=5 cada): a) veículo 
e b) tratado com sitagliptina p.o 10 mg/kg (1 vez/dia durante 6 sema-
nas).Às 26 semanas de idade os animais foram sacrificados tendo-se 
colhido sangue, para avaliação de glicemia, HbA1c, insulinemia, trigli-
cerídeos e pâncreas. Procedeu-se à avaliação histomorfológica do 
pâncreas endócrino e exócrino. Efectuou-se ainda à avaliação por RT-
qPCR e/ ou imunohistoquímica de marcadores de apoptose, inflama-
ção e angiogenese/proliferação (Bax, Bcl2, IL-1β, VEGF, PCNA e TRIB3). 
resultados apresentam-se em médias ± e.p.m.; analisados por teste 
qui-quadrado com simulação de Monte Carlo; ANOVA e teste post-
hoc LSD (p<0,05 foi considerado significativo). Os ratos diabéticos tra-
tados com sitagliptina durante 6 semanas apresentaram uma melho- 
ria significativa (p<0,001) em todos os parâmetros metabólicos ava-
liados prevenindo o aumento da glicemia (16,5%), da trigliceridemia 
(37,63%) aumentando não só os níveis de insulina nos ratos diabéticos 
com insulinopenia relativa (33,86%) como também a capacidade fun-
cional das células beta (92,61%). Ao nível do pâncreas endócrino mos-
traram uma melhoria significativa da fibrose e da congestão vascular, 
relacionadas com alterações inflamatórias observadas nos ilhéus pan-
creáticos. No grupo tratado foi evidente  a  diminuição da apoptose 
nos ilhéus (rácio Bax/Bcl2 reduzido). Estes efeitos foram complemen-
tados com uma redução da sobrexpressão génica de citoquinas infla-
matórias (IL-1beta) e do TRIB3 e um aumento significativo (p<0,001)  
da expressão génica dos marcadores proliferativos e de angiogénese 
(VEGF e PCNA). Também no pâncreas exócrino dos animais diabéticos 
tratados foi observada uma marcada redução da fibrose e inflamação. 
A sitagliptina, evidenciou, neste modelo animal de DM2, efeitos que 
vão para além do controlo metabólico per se, demonstrando a nível 
dos ilhéus pancreáticos propriedades citoprotectoras, que poderão 
constituir uma base para novas utilizações da sitagliptina.
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Sessão 6.3.- Oral - Investigação
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As ulcerações crónicas do pé diabético ocorrem em áreas afetadas por 
neuropatia diabética. Como consequência, neuropéptidos, tais como 
a substância P (SP), que modulam a inflamação, são importantes na 
cicatrização de feridas. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito da SP 
na ativação de macrófagos. O nosso objetivo foi estudar o efeito de SP 
na função dos macrófagos na progressão da cicatrização em diabetes. 
Usamos animais controlo (WT) e dois tipos de animais geneticamente 
modificados: um sem o receptor de NK1 da SP (NK1RKO) e outro sem 
o gene que codifica para a SP (TAC1KO). Além disso, tratamos as feri-
das com SP ou CJ012,255 (CJ), um inibidor do receptor da SP. A diabe-
tes foi induzida por injecção intraperitoneal de sreptozotocin, 50 mg/
kg, 5 dias. Os animais foram mantidos 8 semanas antes da indução das 
feridas. Macrófagos, M1 e M2, foram identificados por de imunohisto-
química em várias fases de cicatrização de feridas: basal (Dia-0), Dia-3 
e Dia-10 após o ferimento.
O ratio M1/M2 aumentou no Dia-0 em murganhos WT e murganhos 
diabéticos NK1RKO e TAC1KO não diabéticos e diabéticos. Em mur-
ganhos WT não diabéticos, a proporção aumentou no Dia-3, mas 
voltou para níveis normais Dia-10. Em contraste, nos murganhos WT-
diabéticos e não-diabéticos e diabéticos NK1R e TAC1 no Dia-0, Dia-3 
e Dia-10, a relação M1/M2 permaneceu alta. No Dia-10, o ratio MI/M2 
aumentou nas feridas tratadas com CJ e murganhos WT-diabéticos. 
Em contraste, o tratamento com SP reduziu o aumento do ratio M1/
M2 nos murganhos WT-diabéticos. Resultados similares foram obser-
vados na expressão do gene monocyte chemoattractant 1 (MCP-1) que 
recruta os monócitos para áreas de inflamação, onde são convertidos 
em macrófagos. No Dia-0, a expressão do MCP-1 era maior nos mur-
ganhos TAC1KO. A expressão do MCP-1 aumentou no Dia-3 em todos 
os murganhos não-diabéticos e diabéticos. No Dia-10, todos os gru-
pos tiveram uma diminuição da expressão de MCP-1, no entanto, au-
mentou no WT-diabético. O tratamento com SP aumentou a ex-
pressão de MCP- 1 no Dia-3 em ambos WT não-diabéticos e diabéti-
cos. No Dia-10, o tratamento com SP reduziu a expressão de MCP- 1 
em ambos os murganhos WT não-diabéticos e diabéticos, no entanto, 
os murganhos tratados com CJ tiveram maior expressão comparando 
com os murganhos tratados com SP.
Em conclusão, a redução da sinalização da SP leva a uma ativação pró-
inflamatória de macrófagos da pele antes da indução da ferida. SP 
desempenha um papel importante na alteração do fenótipo dos mac-
rófagos para M2 promovendo a cicatrização de feridas. Além disso, SP 
aumenta a expressão do MCP-1 durante as fases iniciais da cicatriza-
ção da ferida, mas reduz-se consideravelmente nas fases posteriores.

Sessão 6.4.- Oral - Investigação

ÓXIDO NíTrICO HIPOTAláMICO rEgUlA A BIODISPO NI-
BIlIDADE PErIFÉrICA DE INSUlINA  
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Introdução e Objectivos: A biodisponibilidade de insulina para os teci-
dos periféricos é definida pelas taxas de secreção e degradação hepática 
da insulina. Estudos em modelos animais e em humanos de monstraram 
que o óxido nítrico é um importante regulador da clea rance hepática da 
insulina. Contudo, nestes estudos também se observou que o controlo 
da clea rance hepática da insulina não é regulada exclusivamente por fac-
tores locais. Recentemente o hipotálamo tem aparecido como foco na re-
gulação metabólica. Neste estudo testamos a hipótese de que a produção 
de óxido nítrico pelo eixo hipotalámico regula a clea rance hepática da in-
sulina e consequentemente a biodisponibilidade periférica da hormona. 
Materiais e Métodos: Ratos Wistar machos foram submetidos a ci rurgia 
estereotaxia a fim de se infundir com cânulas simples intracerebroventri-
cular (i.c.v.), ou duplas para a infusão em núcleos específicos. Após a loca-
lização do bregma foram usadas as seguintes coordenadas: Lat: 1.2mm, 
AP: 1.0mm para i.c.v.; AP: -1.8mm, Lat: +/- 0.4mm, DV: -8.0mm para o 
núcleo paraventricular (PVN); e AP: -2.52mm, Lat: +/- 0.6mm, DV: -9.2mm 
para a região ventromedial do hipotálamo (VMH). A infusão do bólus de 
250ug/2uL de L-NAME, o inibidor da sintase do óxido nítrico, ou de 2uL 
de soro fisiológico nos controlos, foi efectuada em cada lado do cérebro, 
no dia da experiência nos animais com infusão aguda (i.c.v, PVN e VMH), 
ou durante 2 semanas nos animais com infusão crónica (apenas i.c.v e 
PVN). Foi efectuada uma prova de tolerância à glucose oral (PTGO) 
45min após a infusão de L-NAME com os animais em jejum durante a 
noite. A glicémia foi monitorizada e foram colhidas amostras de sangue. 
Os níveis de insulina e péptido-c plasmáticos foram quantificados e a 
degradação de insulina foi ava liada efectuando a razão entre o péptido-
c plasmático e os níveis de insulina durante a PTGO. 
resultados: O inibidor de óxido nítrico, L-NAME, não alterou as excur-
sões de glicémias durante a PTGO. No grupo com infusão aguda apenas 
os animais dos grupos i.c.v e PVN demonstraram uma diminui ção dos 
níveis plasmáticos de insulina sem alterações nos níveis de péptido-c 
sendo estes um reflexo da secreção pancreática de insulina. A clearance 
de insulina foi calculada e a supressão da síntese de óxido nítrico nos 
grupos i.c.v. e PVN, e não no VMH, resultou num aumento significativo 
da clea rance de insulina durante a PTGO. Após a infusão crónica de L-
NAME apenas os animais com tratamento na região PVN apresentaram 
diminuição dos níveis plasmáticos de insulina, sem alterações nos níveis 
de péptido-c e consequentemente aumento da clea rance de insulina.
Conclusão: Estes resultados revelam que o aumento hipotalámico dos 
níveis de óxido nítrico na região PVN é responsável pela diminuição da 
clearance de insulina o que está de acordo com a hipótese de que a bio-
disponibilidade periférica de insulina é regulada pela região PVN do hi-
potálamo. 

Financiado por SFRH/BD/51194/2010 e PTDC/DTP-EPI/0207/2012, FCT, Portugal.
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CADEIAS DE INSUlINA S-NITrOSIlADAS: IMPOrTâNCIA 
FISIOlÓgICA NA CAPTAçãO DE glICOSE NO MúSCUlO 
ESQUElÉTICO   
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Cerca de ~50-70% da insulina portal é removida e degradada durante 
o efeito de primeira passagem pelo fígado. Este processo é mediado 
pelas proteína dissulfíto isomerase (PDI) e enzima degradadora de in-
sulina (IDE). Destas, apenas a PDI é capaz de clivar as ligações dissul-
fídicas da molécula de insulina, separando-a em cadeia A e cadeia B. A 
restituição dos níveis hepáticos de glutationo (GSH) e monóxido de 
azoto (NO), os quais estão diminuídos em jejum, conduz ao aumento 
da sensibilidade à insulina no estado pós-prandial mecanismo depen-
dente da atividade dos nervos parassimpáticos hepáticos. O processo 
de clivagem da insulina pela PDI é dependente do GSH sugerindo que 
no pós-prandial haverá formação das cadeias da insulina em detri-
mento da degradação. In vitro estas cadeias ao serem nitrosiladas (A-
SNO e B-SNO) tornam-se estáveis. A hipótese estudada foi de que os 
derivados nitrosilados da degradação da insulina, A-SNO e B-SNO, 
existem fisiologicamente no fígado de rato os quais quando atuam no 
músculo esquelético promovem a captação de glicose. Para detetar a 
presença de A-SNO e B-SNO in vivo foram realizados homogeneiza-
dos de fígado de rato (Wistar com 9 semanas de idade), os quais foram 
submetidos a uma imunoprecipitação para proteínas S-nitrosiladas. 
Por western blot identificámos os derivados B-SNO. Para estudar o seu 
efeito biológico na captação de glicose utilizámos linhas celulares de 
músculo esquelético (L6). As células foram estimuladas com cada um 
dos derivados da insulina (cadeia A, cadeia B, A-SNO e B-SNO), e com 
insulina 100nM com subsequente avaliação da captação de glucose. A 
existência in vivo de B-SNO foi detetada em homogeneizados de fíga-
do de rato controlo cujos níveis se encontraram diminuídos nos ratos 
sujeitos a uma desnervação hepática. Observámos ainda que as célu-
las musculares quando estimuladas com B-SNO aumentam significati-
vamente a captação de glicose (204.8 ± 30.2% do controlo) na mesma 
magnitude que a insulina (203.1 ± 15.0% do controlo). O composto 
A-SNO, embora em menor percentagem, também aumenta significa-
tivamente a captação de glicose nas células L6 (159.8 ± 19.1% do con-
trolo). No entanto as cadeias A e B da insulina não têm efeito na cap-
tação de glicose nas células L6. Neste estudo identificámos a presença 
em fígado de ratos de compostos derivados da insulina nitrosilados, 
nomeadamente B-SNO. Podemos ainda concluir que os derivados ni-
trosilados da insulina (A-SNO e B-SNO) estimulam a captação de gli-
cose em células musculares.

Este trabalho foi financiado pelas bolsas Albert Renold da EASD e EMBO e pela 
Fundação para a Ciência e Tecnologia com o projeto PTDC/DTP-EPI/0207/2102 
e EXPL/DTP-PIC/0244/2012. 
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A ADMINISTrAçãO DE ADIPONECTINA ATrAVÉS DE 
UMA BOMBA INFUSOrA DIMINUI A INTOlErâNCIA à 
glICOSE E MElHOrA O METABOlISMO DO TECIDO ADI-
POSO EM rATOS MANTIDOS COM DIETA rICA EM gOr-
DUrAS  
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A adiponectina é uma hormona derivada do tecido adiposo que au-
menta o metabolismo lipídico e diminui a lipotoxicidade e a insulino-
resistência no tecido adiposo, músculo e fígado. No entanto, a sua 
ad ministração está longe de ser realidade, devido aos seus elevados 
custos de produção e os seus níveis circulates altos, para além da aus-
ência de estudos que comprovem a sua eficácia terapêutica. Assim, o 
objectivo deste estudo foi produzir adiponectina recombinante e tes-
tar a sua eficácia na melhoria do metabolismo, sistémico e do tecido 
adiposo, em ratos mantidos com dieta rica em gorduras. Ratos Wistar 
normais foram mantidos com este tipo de dieta entre os 8 e os 12 me-
ses de idade, enquanto a adiponectina foi administrada (2,7mg) num 
subgrupo destes no último mês, através de uma bomba infusora com 
libertação contínua. Foi avaliado o perfil metabólico (glicose e lípi-
dos), bem como a activação de vias envolvidas no armazenamento li-
pídico e na acção da insulina, no tecido adiposo epididimal e subcuta-
neo. A adiponectina reverteu o aumento de peso causado pela dieta 
rica em gorduras e reduziu a glicemia em jejum e os níveis de coles-
terol. A dieta gorda causou uma intolerância à glicose, que foi dimi-
nuída pela adiponectina. No tecido adiposo, a dieta causou alterações 
estruturais, que foram também revertidas pela adiponectina. Na sina-
li zação da insulina, verificou-se uma inibição do IRS-1 e uma activação 
da Akt em consequência da dieta gorda (maior actividade por vias não 
canónicas), sobretudo no tecido epididimal. Verificou-se também uma 
diminuição dos níveis do IkBalpha, sugerindo maior actividade infla-
matória. Apesar dos níveis totais inalterados, aumentou o número de 
zonas positivas para F4/80 na marcação histológica (acumulação de 
macrófagos). O tratamento com adiponectina normalizou a activação 
do IRS-1 e da Akt, os níveis de IkBalpha e diminuiu as regiões positivas 
para F4/80. A dieta gorda causou também uma diminuição do níveis 
de PPARgamma, o que foi revertido pela adiponectina. De forma con-
sistente com a intolerância à glicose, a dieta rica em gorduras levou a 
uma menor activação da lipólise (HSL), normal no jejum. Esta activa-
ção foi parcialmente restaurada pela adiponectina. A administração 
de adiponectina recombinante através de uma bomba infusora foi efi-
caz na melhoria da sinalização da insulina e do armazenamento lipídi-
co após o consumo de uma dieta rica em gorduras. A adiponectina foi 
igualmente eficaz na melhoria do perfil metabólico.
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