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Introducdo: As alteragdes estruturais e funcionais das vias nocicepti-
vas ascendentes parecem contribuir para a dor associada a neuropatia
diabética (ND). Os efeitos da diabetes nas vias descendentes de mod-
ulagdo nociceptiva e a sua influéncia no controlo da dor sdo ainda des-
conhecidos. Estudos preliminares demonstraram niveis aumentados
de stress oxidativo na medula rostroventromedial (RVM), uma area
envolvida na modulagdo descendente da dor mediada pela serotoni-
na, que poderdo estar a comprometer a modulagdo nociceptiva e
contribuir para a dor associada a ND.

Objetivos: Este trabalho teve como objetivo principal avaliar se o
stress oxidativo afeta a integridade neuronal no RVM, nomeadamente
dos neurdnios serotoninérgicos.

Material e Métodos: A diabetes foi induzida em ratos Wistar machos
por injecdo intraperitoneal de estreptozotocina (60 mg/kg). Os ani-
mais controlo receberam solugdo veiculo. A um grupo de ratos diabé-
ticos foi administrada uma solucdo aquosa de EGCG (2 g/l) (Diab+
EGCG), um potente antioxidante presente no ché verde, durante 10
semanas. Os restantes animais consumiram apenas agua (Ctrl e Diab).
Os animais foram sacrificados as 10 semanas de diabetes, apds avalia-
¢ao comportamental da sintomatologia dolorosa. A densidade neuro-
nal no RVM foi determinada por contagem do numero de células imu-
norreativas para NeuN (um marcador neuronal). Os neurénios sero-
toninérgicos foram identificados por imunodetegdo da enzima hidro-
xilase do triptofano (enzima limitante na sintese de serotonina). Os
niveis de stress oxidativo foram quantificados por imunodetecdo 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 diminuigdo significativa
na densidade neuronal e no nimero de neurdnios serotoninérgicos
no RVM, acompanhada por um aumento nos niveis de stress oxidativo
e morte celular. Estas alteracdes foram prevenidas pelo tratamento
com EGCG, o que se fez acompanhar por uma melhoria da sintomato-
logia dolorosa.

Conclusao: A diabetes induz neurodegeneragdo no RVM, nomeada-
mente dos neurdnios serotoninérgicos, por aumento de stress oxida-
tivo e morte celular, o que podera estar a comprometer a inibicao se-
rotoninérgica da dor e justificar ineficacia analgésica dos farmacos
inibidores da recaptagdo da serotonina na dor associada a ND. O uso
de antioxidantes podera ser benéfico na prevencdo da neurodegene-
racdo e melhorar os efeitos analgésicos dos farmacos referidos.
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SITAGLIPTINA: NOVOS HORIZONTES TERAPEUTICOS
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Os inibidores da dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), ao serem capazes de
aumentar e prolongar os efeitos das incretinas enddgenas, estimulam
asecrecdo de insulina, inibindo a producdo de glucagina, preservando
a massa de células B pancreaticas, constituindo-se como uma nova
opcao terapéutica. O presente estudo foi desenvolvido com o objec-
tivo principal de avaliar, num modelo animal de DM2 os mecanimos
responsaveis pela proteccdo pancreatica 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 nao
diabéticos e ndo obesos (ZDF (+/+) (n=5) com 20 semanas de idade.
O grupo diabético foi sub-dividido em 2 grupos (n=>5 cada): a) veiculo
e b) tratado com sitagliptina p.o 10 mg/kg (1 vez/dia durante 6 sema-
nas).As 26 semanas de idade os animais foram sacrificados tendo-se
colhido sangue, para avaliacdo de glicemia, HbA1c, insulinemia, trigli-
cerideos e pancreas. Procedeu-se a avaliagdo histomorfolégica do
pancreas endocrino e exdcrino. Efectuou-se ainda a avaliagdo por RT-
PCR e/ ou imunohistoquimica de marcadores de apoptose, inflama-
¢do e angiogenese/proliferagao (Bax, Bcl2, IL-1B, VEGF, PCNA e TRIB3).
Resultados apresentam-se em médias + e.p.m.; analisados por teste
qui-quadrado com simulacdo 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 parametros metabdlicos ava-
liados prevenindo o aumento da glicemia (16,5%), da trigliceridemia
(37,63%) aumentando néo so6 os niveis de insulina nos ratos diabéticos
com insulinopenia relativa (33,86%) como também a capacidade fun-
cional das células beta (92,61%). Ao nivel do pancreas enddcrino mos-
traram uma melhoria significativa da fibrose e da congestéo vascular,
relacionadas com alteracdes inflamatdrias observadas nos ilhéus pan-
creaticos. No grupo tratado foi evidente a diminui¢do da apoptose
nos ilhéus (racio Bax/Bcl2 reduzido). Estes efeitos foram complemen-
tados com uma reducdo da sobrexpressdo génica de citoquinas infla-
matdrias (IL-1beta) e do TRIB3 e um aumento significativo (p<0,001)
da expressdo génica dos marcadores proliferativos e de angiogénese
(VEGF e PCNA). Também no pancreas exocrino dos animais diabéticos
tratados foi observada uma marcada reducéo da fibrose e inflamacéao.
A sitagliptina, evidenciou, neste modelo animal de DM2, efeitos que
vao para além do controlo metabdlico per se, demonstrando a nivel
dos ilhéus pancreaticos propriedades citoprotectoras, que poderdo
constituir uma base para novas utilizagdes da sitagliptina.
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A SUBSTANCIA P REGULA A FUNGCAO DOS MACROFAGOS
NA PROGRESSAO DA CICATRIZACAO DE FERIDAS DIABE-
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As ulceragbes cronicas do pé diabético ocorrem em areas afetadas por
neuropatia diabética. Como consequéncia, neuropéptidos, tais como
a substancia P (SP), que modulam a inflamacdo, sdo importantes na
cicatrizacdo de feridas. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito da SP
na ativacdo de macroéfagos. O nosso objetivo foi estudar o efeito de SP
na funcdo dos macréfagos na progressao da cicatrizacdo 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 injeccdo intraperitoneal de sreptozotocin, 50 mg/
kg, 5 dias. Os animais foram mantidos 8 semanas antes da indugdo das
feridas. Macréfagos, M1 e M2, foram identificados por de imunohisto-
quimica em varias fases de cicatrizagdo de feridas: basal (Dia-0), Dia-3
e Dia-10 apds o ferimento.

O ratio M1/M2 aumentou no Dia-0 em murganhos WT e murganhos
diabéticos NK1RKO e TACIKO ndo diabéticos e diabéticos. Em mur-
ganhos WT néo diabéticos, a propor¢do aumentou no Dia-3, mas
voltou para niveis normais Dia-10. Em contraste, nos murganhos WT-
diabéticos e ndo-diabéticos e diabéticos NK1R e TAC1 no Dia-0, Dia-3
e Dia-10, a relagdo 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 expressao do gene monocyte chemoattractant 1 (MCP-1) que
recruta os mondcitos para areas de inflamacao, onde sdo convertidos
em macréfagos. No Dia-0, a expressdo do MCP-1 era maior nos mur-
ganhos TACTKO. A expressdo do MCP-1aumentou no Dia-3 em todos
os murganhos ndo-diabéticos e diabéticos. No Dia-10, todos os gru-
pos tiveram uma diminui¢do da expressdo de MCP-1, no entanto, au-
mentou no WT-diabético. O tratamento com SP aumentou a ex-
pressdo de MCP- 1 no Dia-3 em ambos WT nao-diabéticos e diabéti-
cos. No Dia-10, o tratamento com SP reduziu a expressdo de MCP- 1
em ambos os murganhos WT nao-diabéticos e diabéticos, no entanto,
os murganhos tratados com CJ tiveram maior expressao comparando
com os murganhos tratados com SP.

Em conclusédo, a reducéo da sinalizagdo da SP leva a uma ativagéo pré-
inflamatdria de macréfagos da pele antes da indugédo da ferida. SP
desempenha um papel importante na alteracdo do fenétipo dos mac-
réfagos para M2 promovendo a cicatrizagdo de feridas. Além disso, SP
aumenta a expressdo do MCP-1 durante as fases iniciais da cicatriza-
¢do da ferida, mas reduz-se consideravelmente nas fases posteriores.
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Introducao e Objectivos: A biodisponibilidade de insulina para os teci-
dos periféricos é definida pelas taxas de secrecdo e degradacao hepatica
da insulina. Estudos em modelos animais e em humanos demonstraram
que o dxido nitrico é um importante regulador da clearance hepatica da
insulina. Contudo, nestes estudos também se observou que o controlo
da clearance hepética da insulina ndo é regulada exclusivamente por fac-
tores locais. Recentemente o hipotalamo tem aparecido como foco na re-
gulagdo metabdlica. Neste estudo testamos a hipotese de que a produgao
de éxido nitrico pelo eixo hipotalamico regula a clearance hepatica da in-
sulina e consequentemente a biodisponibilidade periférica da hormona.
Materiais e Métodos: Ratos Wistar machos foram submetidos a cirurgia
estereotaxia a fim de se infundir com canulas simples intracerebroventri-
cular (i.c.v.), ou duplas para a infusdo em nucleos especificos. Apds a loca-
lizacdo 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
nucleo paraventricular (PVN); e AP:-2.52mm, Lat: +/- 0.6mm, DV:-9.2mm
para a regido ventromedial do hipotadlamo (VMH). A infusdo do bolus de
250ug/2ul de L-NAME, o inibidor da sintase do 6xido nitrico, ou de 2uL
de soro fisioldgico nos controlos, foi efectuada em cada lado do cérebro,
no dia da experiéncia nos animais com infusao aguda (i.c.v, PVN e VMH),
ou durante 2 semanas nos animais com infusdo crénica (apenas i.c.v e
PVN). Foi efectuada uma prova de tolerancia a glucose oral (PTGO)
45min apds a infusdo de L-NAME com os animais em jejum durante a
noite. A glicémia foi monitorizada e foram colhidas amostras de sangue.
Os niveis de insulina e péptido-c plasmaticos foram quantificados e a
degradagao de insulina foi avaliada efectuando a razdo entre o péptido-
¢ plasmatico e os niveis de insulina durante a PTGO.

Resultados: O inibidor de 6xido nitrico, L-NAME, n&o alterou as excur-
sOes de glicémias durante a PTGO. No grupo com infusdo aguda apenas
os animais dos grupos i.c.v e PVN demonstraram uma diminuicdo dos
niveis plasmaticos de insulina sem altera¢des nos niveis de péptido-c
sendo estes um reflexo da secrecao pancreética de insulina. A clearance
de insulina foi calculada e a supressdo da sintese de 6xido nitrico nos
grupos i.c.v. e PVN, e ndo no VMH, resultou num aumento significativo
da clearance de insulina durante a PTGO. Apods a infusdo crénica de L-
NAME apenas os animais com tratamento na regiao PVN apresentaram
diminuicao dos niveis plasmaticos de insulina, sem alteracdes nos niveis
de péptido-c e consequentemente aumento da clearance de insulina.
Conclusao: Estes resultados revelam que o aumento hipotaldmico dos
niveis de 6xido nitrico na regido PVN é responsavel pela diminuicdo da
clearance de insulina o que esta de acordo com a hipdtese de que a bio-
disponibilidade periférica de insulina é regulada pela regido PVN do hi-
potalamo.

Financiado por SFRH/BD/51194/2010 e PTDC/DTP-EPI/0207/2012, FCT, Portugal.
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Cerca de ~50-70% da insulina portal é removida e degradada durante
o efeito de primeira passagem pelo figado. Este processo é mediado
pelas proteina dissulfito isomerase (PDI) e enzima degradadora de in-
sulina (IDE). Destas, apenas a PDI é capaz de clivar as ligagdes dissul-
fidicas da molécula de insulina, separando-a em cadeia A e cadeia B. A
restituicdo dos niveis hepaticos de glutationo (GSH) e mondxido de
azoto (NO), os quais estdo diminuidos em jejum, conduz ao aumento
da sensibilidade a insulina no estado pds-prandial mecanismo depen-
dente da atividade dos nervos parassimpaticos hepaticos. O processo
de clivagem da insulina pela PDI é dependente do GSH sugerindo que
no poés-prandial havera formacdo das cadeias da insulina em detri-
mento da degradacdo. In vitro estas cadeias ao serem nitrosiladas (A-
SNO e B-SNO) tornam-se estaveis. A hipdtese estudada foi de que os
derivados nitrosilados da degradagdo da insulina, A-SNO e B-SNO,
existem fisiologicamente no figado de rato os quais quando atuam no
musculo esquelético promovem a captacado de glicose. Para detetar a
presenga de A-SNO e B-SNO in vivo foram realizados homogeneiza-
dos de figado de rato (Wistar com 9 semanas de idade), os quais foram
submetidos a uma imunoprecipitacdo para proteinas S-nitrosiladas.
Por western blot identificdmos os derivados B-SNO. Para estudar o seu
efeito bioldgico na captagdo de glicose utilizdmos linhas celulares de
musculo 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 avaliagcdo da captacdo de glucose. A
existéncia in vivo de B-SNO foi detetada em homogeneizados de figa-
do de rato controlo cujos niveis se encontraram diminuidos nos ratos
sujeitos a uma desnervacao hepatica. Observamos ainda que as célu-
las musculares quando estimuladas com B-SNO aumentam significati-
vamente a captacgao 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 captacdo de glicose nas células L6 (159.8 + 19.1% do con-
trolo). No entanto as cadeias A e B da insulina ndo tém efeito na cap-
tacdo de glicose nas células L6. Neste estudo identificamos a presenga
em figado 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 captacdo de gli-
cose em células musculares.

Este trabalho foi financiado pelas bolsas Albert Renold da EASD e EMBO e pela
Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia com o projeto PTDC/DTP-EPI/0207/2102
e EXPL/DTP-PIC/0244/2012.
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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 lipidico e diminui a lipotoxicidade e a insulino-
resisténcia no tecido adiposo, musculo e figado. No entanto, a sua
administracdo esta longe de ser realidade, devido aos seus elevados
custos de produgdo e os seus niveis circulates altos, para além da aus-
éncia de estudos que comprovem a sua eficacia terapéutica. Assim, o
objectivo deste estudo foi produzir adiponectina recombinante e tes-
tar a sua eficacia 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 0s 12 me-
ses de idade, enquanto a adiponectina foi administrada (2,7mg) num
subgrupo destes no Ultimo més, através de uma bomba infusora com
libertagdo continua. Foi avaliado o perfil metabdlico (glicose e lipi-
dos), bem como a activagao de vias envolvidas no armazenamento li-
pidico e na ac¢do 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 niveis de coles-
terol. A dieta gorda causou uma intolerancia a glicose, que foi dimi-
nuida pela adiponectina. No tecido adiposo, a dieta causou altera¢bes
estruturais, que foram também revertidas pela adiponectina. Na sina-
lizagdo da insulina, verificou-se uma inibicao do IRS-1e uma activacao
da Akt em consequéncia da dieta gorda (maior actividade por vias ndo
canonicas), sobretudo no tecido epididimal. Verificou-se também uma
diminuicdo dos niveis do IkBalpha, sugerindo maior actividade infla-
matoria. Apesar dos niveis totais inalterados, aumentou o nimero de
zonas positivas para F4/80 na marcagdo histolégica (acumulagdo de
macréfagos). O tratamento com adiponectina normalizou a activacdo
do IRS-1 e da Akt, os niveis de IkBalpha e diminuiu as regides positivas
para F4/80. A dieta gorda causou também uma diminuicdo do niveis
de PPARgamma, o que foi revertido pela adiponectina. De forma con-
sistente com a intolerancia a glicose, a dieta rica em gorduras levou a
uma menor activagao da lipdlise (HSL), normal no jejum. Esta activa-
¢do foi parcialmente restaurada pela adiponectina. A administracdo
de adiponectina recombinante através de uma bomba infusora foi efi-
caz na melhoria da sinalizagdo da insulina e do armazenamento lipidi-
co apos o consumo de uma dieta rica em gorduras. A adiponectina foi
igualmente eficaz na melhoria do perfil metabdlico.



