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Breve Abordagem

A evolucgado do conhecimento das bases moleculares da Vida e do funcionamento
do corpo humano alterou profundamente o conceito de Saude e Doencga, conduzindo a
um desenvolvimento constante de novas estratégicas de Diagnostico, Prevengdo e
Terapéutica. Esta revolugdo no mundo da ciéncia e tecnologia € o resultado da aplicagdo
do conhecimento das Ciéncias Biologicas a Medicina, a industria relacionada com a
Saude, e a investigagdo em Biomedicina, constituindo a interface entre Biologia,
Medicina, Saude e Industria.

Os caminhos estdo abertos, novas perspetivas € novos horizontes procuram
desvendar-se neste novo milénio, tdo fértil em grandes descobertas.

Dao-se novos mundos a satide como em tempos os Portugueses deram novos
mundos ao mundo. Presentemente os investigadores procuram justificagdes e respostas
para todos os acontecimentos e problemas... Talvez a meta seja a imortalidade do ser
humano! Ficcao cientifica ou realidade futura?!

Assim, sem pretensdo de ser exaustiva, o que seria irrisorio pois o tema ¢
ilimitado, o meu trabalho cinge-se apenas a uma parte muito restrita do vasto campo do
estudo da diabetes ¢ obesidade.

No passado, a regra bésica da boa alimentacdo era escolher ingredientes que
satisfizessem as necessidades diarias de nutrientes. No entanto, a oferta ¢ permanente
consumo de saborosos pratos extremamente caldricos, associado a tarefa “ardua” de
aliar a pratica desportiva a rotina da sociedade actual, estd a conduzir ao aumento de
doengas cronicas como doengas cardiovasculares, diabetes, hipertensao arterial, e outras

alteracdes metabolicas graves.
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Resumo

O recurso a cirurgia bariatrica ou metabdlica constitui uma opg¢do eficaz na
reduc¢do do peso corporal e na melhoria das co-morbilidades associadas a obesidade,
como a diabetes tipo 2. Estas técnicas cirurgicas mostraram ser eficientes na melhoria
da situacdo diabética, na sequéncia de possiveis alteracdes entero-endocrinas e
diminui¢do da insulino-resisténcia periférica. De facto, a reducdo do peso corporal
podera ser um dos fatores, mas as alteragdes enddcrinas induzidas por estas técnicas
cirargicas gastrintestinais, ndo inteiramente conhecidas, poderdo estar igualmente
envolvidas, nomeadamente as hormonas gastrintestinais como a grelina, o glucagon-
like-peptide-I e o peptideo YY.

O tecido adiposo ¢ alvo primario da insulino-resisténcia periférica. A sua
disfungdo, particularmente a do tecido adiposo visceral que se traduz na desregulacao da
produgdo de citocinas e de adipocitocinas e no fluxo exagerado de acidos gordos,
contribui para as complicagdes da obesidade e para o desenvolvimento da diabetes tipo
2.

Os efeitos da cirurgia bariatrica no tecido adiposo sdo desconhecidos pelo que
foi nosso objetivo, avaliar o impacto destas técnicas cirirgicas no tecido adiposo
visceral (epididimal), de um modelo animal de diabetes tipo 2 ndo obeso, os ratos Goto-
Kakizaki (GK), de forma independente da obesidade.

Os nossos resultados mostraram que os animais submetidos a cirurgia da
obesidade ndo aumentaram de peso, melhoraram significativamente os valores de
hemoglobina glicada (HbAIc) e os indices de insulino-resisténcia (HOMA) e insulino-
sensibilidade (QUICK), quando comparados com o grupo controlo. No que diz respeito
as alteracdes no tecido adiposo visceral epididimal, obtivemos um aumento
significativo dos niveis da AMPK, da cinase Akt e do racio Bcl-2/Bax, sugerindo uma
melhoria da acdo da insulina com diminui¢do da apoptose, nos grupos sujeitos a
cirurgia bariatrica.

Estes resultados permitem-nos concluir que a cirurgia metabdlica na diabetes
tipo 2 nao obesa conduz a uma melhoria do controlo glicémico, com diminui¢do da

resisténcia a insulina nomeadamente a nivel do tecido adiposo.

Palavras-chave: ratos Goto-Kakizaki, cirurgia bariatrica, diabetes tipo 2, tecido
adiposo visceral, resisténcia a insulina, AMPK, Akt, racio Bcl-2/Bax.
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Abstract

The use of bariatric or metabolic surgery is an effective option in reducing body
weight and improving co-morbidities associated with obesity such as type 2 diabetes.
Such surgical techniques shown to be effective in improving the diabetic condition,
following possible entero-endocrine changes and peripheral insulin resistance decrease.
In fact, body weight reduction may be a factor, but the endocrine changes induced by
these gastrointestinal surgical techniques, not entirely known, may also be involved,
such as gastrointestinal hormones ghrelin , glucagon-like-peptide-1 and peptide YY .

Adipose tissue is the primary target of peripheral insulin resistance. Its
dysfunction, particularly at visceral adipose tissue level which results in dysregulation
of cytokine and adipocytokines production and high flow of fatty acids, contributes to
the complications of obesity and type 2 diabetes development.

The effects of bariatric surgery on adipose tissue are unknown. So our goal was
to assess the impact of these surgical techniques on the visceral (epididymal) adipose
tissue of an animal model of non obese type 2 diabetes, the Goto-Kakizaki (GK) rats,
independently of obesity.

Our results showed that the animals undergoing obesity surgery did not increase
body weight and its glycated hemoglobin (HbAlc) and indices of insulin resistance
(HOMA) and insulin sensitivity (QUICK) were improved, when compared with the
control groups. In relation to visceral adipose tissue, we obtained a significant increase
of AMPK, Akt kinase and Bcl-2/Bax ratio levels suggesting an improvement of insulin
action with decreased apoptosis in the rats submitted to bariatric surgery.

In conclusion, metabolic surgery in non obese type 2 diabetes induces an
improvement of glycemic control with amelioration of insulin resistance, particularly in

adipose tissue.

Keywords: Goto-Kakizaki rats, bariatric surgery, type 2 diabetes mellitus, visceral

adipose tissue, insulin resistance, AMPK, Akt, ratio Bel-2/Bax
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Tecido Adiposo

O tecido adiposo ¢ um tipo especial de tecido conjuntivo com diferentes células,
predominantemente as células adiposas ou adipocitos, mas também pré-adipdcitos,
fibroblastos, células endoteliais, macrofagos e outros leucocitos. Os adipdcitos podem
ser encontrados isolados ou em pequenos grupos no tecido conjuntivo comum; porém, a
maioria agrupa-se no tecido adiposo branco, distribuido pelo organismo a nivel
subcutaneo e visceral (Guilherme A. et al, 2008).

Existem dois tipos de tecido adiposo, que apresentam distribui¢do, estrutura e
funcdes diferentes. O tecido adiposo branco ou unilocular, em que os adipocitos
apresentam uma goticula de gordura que ocupa quase todo o citoplasma; ¢ considerado
0 maior reservatorio de energia sob a forma de triglicerideos, desempenhando um papel
chave no controlo da homeostasia energética e no equilibrio hormonal.

A outra variedade, caracteriza-se por adipocitos que contém multiplas goticulas
lipidicas e mitocondrias, o tecido adiposo castanho ou multilocular, que quase
desaparece no final do primeiro ano de vida. Tem uma a¢do termogénica importante
pois da oxidacdo local dos acidos gordos resulta produgdo de calor e ndo de ATP
(Junqueira LC, 2004; Costa J. 2005).

O tecido adiposo branco tem fungdes metabdlicas, endocrinas e imunoldgicas

importantes:

Func¢ao metabolica

Os lipidos armazenados nas células adiposas sdo principalmente triglicerideos
(TG), isto ¢, ésteres de acidos gordos e glicerol. Os TG provenientes da alimentagdo sao
absorvidos a nivel intestinal e conduzidos até as células adiposas como TG dos
quilomicrons; os TG provenientes do figado sdo transportados até ao tecido adiposo,
sob a forma de TG constituintes das lipoproteinas de muito baixo peso molecular
(VLDL) (Ahima RS et al, 2000; Marques S. 2006).

Nos capilares sanguineos do tecido adiposo, a presenca de lipoproteina-lipase
(LPL), produzida pelas células adiposas, promove a hidrélise dos TG dos quilomicrons

e das VLDL circulantes, com libertacdo dos seus componentes. Destes, os adcidos gordos
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penetram nas células adiposas, onde se recombinam com o glicerol para formar novas
moléculas de TG, que sdo depositadas.

A insulina, a principal hormona do anabolismo, tem no adipocito um papel
fulcral (Goossens Gijs H. et al, 2008; Lépori R, 2010):

e cstimula a captacgdo de glicose;

e ativa a lipoproteina-lipase de que resulta a degradagdo dos TG com a
consequente captacdo dos acidos gordos;

e aumenta a sintese de glicerol e acidos gordos;

e aumenta a sintese de triglicerideos;

¢ inibe a degradac¢do dos triglicerideos (lipdlise).

Em situagdes de necessidade energética, como no jejum e no exercicio fisico, a
hidrolise dos TG armazenados (por acdo de lipases, particularmente a lipase hormono-
sensitiva) com libertacdo de 4acidos gordos e glicerol para a corrente sanguinea, ¢
desencadeada por fatores nervosos, particularmente o sistema nervoso simpatico, e
humorais (como o cortisol e o glucagon) sendo crucial, também, a diminui¢do da
insulinemia. Os 4acidos gordos libertados sdo transportados no sangue ligados a
albumina e utilizados como fonte de energia por outros tecidos. O glicerol é captado

pelo figado e reaproveitado, nomeadamente na gliconeogénese (Leite LD, 2009).

Funcao endodcrina, autocrina e paracrina e funcio imunoldgica

O tecido adiposo ¢ hoje considerado um 6rgdo enddcrino e ndo apenas um 0rgao
de armazenamento de energia (Wisse BE, 2004; Ahima R, 2005). As suas células, ndo
somente o adipdcito, segregam uma larga diversidade de moléculas biologicas ativas,
incluindo fatores hormonais, denominados por adipocinas, quimiocinas € citocinas com
funcdes metabdlicas e imunoldgicas e acdo na regulacdo do apetite (Pandzic J, 2010).

Destes produtos de secregdo do tecido adiposo, destacamos os principais:

Leptina
Em grego leptos significa magro ou delgado. A leptina, a primeira adipocina

identificada, ¢ um produto do gene Ob, um peptideo com peso molecular de 16 kDa,
que apresenta uma estrutura tercidria semelhante a alguns membros da familia das

citocinas (Juge-Aubry et al, 2005).
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A leptina estd envolvida em véarios processos fisiologicos, nomeadamente o
controlo do dispéndio de energia e a ingestdo de alimentos, o metabolismo e ainda a
reproducdo. A sua importante agdo anorexigénica (suprimir o apetite), resulta
essencialmente da estimulagdo de neuropeptideos que promovem a saciedade e¢ da
inibi¢do dos que estimulam a ingestdo de alimentos (neuropéptideos orexigénicos),
particularmente ao nivel do ntcleo arqueado ou infundibular do hipotalamo (Fernandez-
Riejos P. et al, 2010).

Os seus efeitos estendem-se também a outros tecidos, nomeadamente o tecido
muscular esquelético, aumentando a oxida¢do de acidos gordos, através de uma via
dependente de cinase ativada por AMP (AMPK).

A leptina apresenta ainda efeitos pro-angiogénicos ¢ mitogénicos ¢ tem agao
pré-inflamatéria. No pancreas diminui a apoptose das células f mas diminui, também, a
secrecao de insulina (Galic S. et al, 2010; Ebtesam A. et al, 2013).

Os niveis sanguineos da leptina estdo elevados nos individuos obesos numa
relacdo direta com a massa adiposa. Contudo, nestes doentes, ha leptino-resisténcia, ou

seja, a leptina ndo exerce adequadamente os seus efeitos (Sousa M. et al, 2009).

Resistina
A resistina ¢ uma proteina pertencente a familia de proteinas estruturalmente

ricas em cisteina, produzida por adipécitos e pré-adipdcitos e mondcitos/macrofagos do
tecido adiposo oranco. Vdrias pesquisas sugerem que, contrariamente aos roedores, sao
os macrofagos do tecido adiposo os principais responsaveis pela produ¢do primaria
desta adipocina nos humanos. Estd envolvida na diferenciagdo de monoécitos em
macrofagos sendo a designacao de resistina atribuida, pela sua capacidade de promover
resisténcia a insulina (Galic S. et al, 2010). Foi demonstrado, que os niveis de resistina
sdo elevados na obesidade genética ou induzida pela dieta alimentar e ligados a
insulino-resisténcia muscular e hepatica associada a obesidade (Ravelli MN et al, 2007).

A resistina diminui a diferenciagdo dos pré-adipécitos em adipdcitos
(adipogénese) limitando a expansdo adequada do tecido adiposo em resposta ao
aumento do consumo e armazenamento de gordura (Qi Y. et al, 2006). E também
considerada uma proteina pro-inflamatéria e prod-aterogénica, ao contrario da
adiponetina, outra das adipocinas a seguir abordadas. A resistina aumenta a expressao
de moléculas de adesdo celular, como as moléculas de adesdo das células vasculares

(VCAM) e as moléculas de adesdo intercelular (ICAM) e diminui a vasodilatacdo
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estimulando a producdo de espécies reativas de oxigénio e diminuindo a expressdo da
sintetase endotelial do o6xido nitrico (eNOS), de que resulta a diminuicdo da
biodisponibilidade do oxido nitrico, um agente vasodilatador potente (Matafome 2007).
Contribui para a ativagdo das células endoteliais, via libertacdo de endotelina-1 (ET-1),
e para a up-regulation da quimiocina, a proteina quimioatrativa de monoécitos (MCP-1)

(Carvalho C&F, 2006).

Adiponetina
A adiponetina ¢ uma proteina de 30 kDa, constituida por 244 aminoacidos

(Chandran M. et al, 2003). E um dos produtos maioritariamente segregados pelo tecido
adiposo e a mais abundante em circulagdo. A sua expressdao observa-se também a nivel
da medula Ossea, osteoblastos, miocitos, cardiomiodcitos, tecidos do feto e células
epiteliais das glandulas salivares, sugerindo um papel complementar autdcrino e
paréacrino em varios tecidos (Brochu-Gaudreau et al, 2009).

Ao contrario das outras adipocinas, os niveis de adiponectina estdo inversamente
correlacionados com o IMC (indice de massa corporal), estando reduzidos na obesidade
e na diabetes tipo 2 (Bugianesi, 2005; Juge- Aubry et al, 2005; Meier & Gressner, 2004,
Matafome, 2007). Em modelos animais sem o respetivo gene funcional, observa-se o
desenvolvimento de insulino-resisténcia, intolerancia a glicose, hipertensdo e
dislipidemia, condi¢des que caracterizam a sindrome metabdlica (Nawrocki et al, 2005;
Xu et al, 2003).

A produgdo de adiponetina ¢ ativada pela insulina, pelo insulin-like-growth-
factor (IGF-1) e pelos activadores do peroxissome proliferation-activated receptor
(PPARY), como as tiazolidinedionas. Pelo contrario, a sua producdo ¢ inibida pelos
glicocorticdides, fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e agonistas dos recetores B3
adrenérgicos (Galic S. et al, 2010).

A adiponetina tem multiplos efeitos (Galic S. et al, 2010):

» Efeitos anti-inflamatoérios:
e Diminui a expressio de interleucina-6 (IL-6) e TNF-a
(citocinas pro-inflamatorias)
e Reduz a atividade fagocitica dos macréfagos
e Aumenta a expressao de interleucina-10 (IL-10) (citocina anti-

inflamatoria)
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» Efeitos cardioprotetores e de prevengao da aterosclerose:
e Modula a expressao das moléculas de adesdao celular, como
ICAM, VCAM e seletinas
e Inibe a proliferacdo e a migracdo das células musculares lisas da
parede vascular

e Aumenta a produgdo de 6xido nitrico

» Efeitos metabolicos, no figado e musculo-esquelético:
e Diminui a gliconeogénese hepatica
e Aumenta a captagdo de glicose pelas células musculares e
hepaticas

e Aumenta a oxidagdo dos acidos gordos

» Efeitos na célula B e na sensibilidade a insulina:
e Estimula a secrecdo de insulina
e Inibe a apoptose das células B induzida por acidos gordos
e Aumenta a sensibilidade a insulina nos tecidos insulino-

dependentes

Proteina Quimioatractiva de Monoécitos (MCP-1)
A quimiocina, MCP-1, ¢ expressa e segregada no tecido adiposo branco e

encontra-se aumentada em condi¢des de obesidade. Atua na quimiotaxia de mondcitos
favorecendo a infiltragdo destes no tecido adiposo do individuo obeso e a inflamacao de
baixo grau subsequente, que agrava a disfuncdo do tecido adiposo (Guilherme A. et al,
2008). Por sua vez, os macrofagos ativados segregam factores pro-inflamatdrios como o
TNF-a e a IL-6 que, por sua vez, amplificam a resposta inflamatdria (Antuna-Puente B.

et al, 2008).

Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)
Das citocinas pro-inflamatoérias classicas ¢ de referir particularmente o TNF-q,

um forte mediador de processos inflamatorios.

O TNF-a foi a primeira molécula a ser considerada como elo de ligagdo entre
obesidade, diabetes e inflamacdo. Na realidade, a sua expressdo estd aumentada em
individuos obesos e diabéticos e inversamente relacionada com os niveis de LPL ¢

adiponetina e a sensibilidade a insulina (Galic S. et al, 2010).
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O TNF-a pode inibir o sinal da insulina, estando particularmente envolvido nas
situagoes de insulino-resisténcia. As bases moleculares deste mecanismo envolvem a
ligagdo do TNF-a ao seu receptor, activando a enzima JNK, algumas isoformas da PKC
(proteina cinase C), e a IKKp (cinase do inibidor do NF-kB), promovendo a formacao
de proteinas SOCS (supressor da sinaliza¢do de citocinas), determinantes na resisténcia
a insulina. A fosforilagdo de residuos de serina do substrato do receptor da insulina
(IRS-1), impede a ativagdo do IRS-1 e da PI3K e a translocagdo do transportador de
glicose para a membrana e consequentemente a captacdo de glicose (Guilherme A. et al,
2008).

O TNF-a ¢ igualmente crucial na regulacdo da homeostase dos lipidos. Segundo
Yukun Cao et. al (2013), o TNF-o tem uma agao inibitdria na atividade e expressao da
LPL e dos transportadores de 4cidos gordos (FATP) que culmina na diminuicdo da
captagdo de 4cidos gordos da circulacdo, resultando num estado de hiperlipidemia. Foi
constatado que o TNF-o também diminui a expressdo de enzimas chave destes
processos como a acetil-CoA carboxilase, a acido gordo sintetase, assim como a
atividade da acetil-CoA sintetase, levando a diminui¢do da sintese de acidos gordos e,
consequentemente, a uma menor acumulacdo destes na forma de triglicerideos (Ruan H.
et al, 2003).

O TNF- a tem ainda uma agdo pré-aterogénica ¢ diminui a adipogénese e
aumenta a apoptose de pré-adipdcitos e adipocitos favorecendo, desta forma, a

hipertrofia dos adipocitos restantes (Galic S. et al, 2010).
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Diabetes Mellitus

A diabetes mellitus ¢ uma doenga metabolica multifatorial que se caracteriza por
hiperglicemia crénica com disturbios no metabolismo dos hidratos de carbono, lipidos e
proteinas, resultantes de deficiéncias na secre¢do ou acdo da insulina, ou de ambas
(Ginsberg HN, 2000).

Estdo envolvidos no desenvolvimento das duas formas mais frequentes da
diabetes, varios mecanismos patogénicos. Estes incluem mecanismos que destroem as
células B do pancreas com a consequente deficiéncia absoluta de insulina, Diabetes
Mellitus tipo 1 e mecanismos que induzem alteragdes da producdo/secrecdo e da acao
da hormona, Diabetes Mellitus tipo 2.

Os efeitos da diabetes mellitus, a longo prazo, incluem disfuncdo e faléncia de
varios Orgaos, as complica¢des cronicas da doenga nomeadamente a retinopatia com
potencial cegueira, a nefropatia que pode conduzir a insuficiéncia renal, a neuropatia
com risco de ulceragdes nos pés e amputagdes e risco aumentado de doenga
cardiovascular, vascular periférica e cerebrovascular (Cali AMG et al, 2008).

A classificagdo da Diabetes Mellitus, com base na sua etiologia, ¢ a seguinte

(American Diabetes Association 2014):

Diabetes Mellitus Tipo 1

Nesta patologia, as células B do pancreas deixam de produzir a respetiva hormona, a

insulina, em consequéncia de uma destrui¢ao auto-imune das mesmas.

Diabetes Mellitus tipo 2

A diabetes tipo 2 (DM2), a forma mais comum da diabetes, resulta de defeitos na
secre¢do e acdo da insulina. Consiste na incapacidade do organismo produzir
adequadamente insulina, relativamente a diminui¢do da sua acdo. Estd frequentemente

associada a excesso de peso ou obesidade.

Tipos especificos de diabetes

y .

Nestes casos a etiologia ¢ identificada, surgindo a hiperglicemia secundariamente a

situagdes como doencgas do pancreas exdcrino e endocrinopatias.

Diabetes Gestacional
A diabetes gestacional define-se como qualquer grau de intolerancia a glicose que ¢

diagnosticada ou aparece, pela 1* vez, durante a gravidez.
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A ocorréncia da diabetes tipo 1 e tipo 2 estd a aumentar, sendo mais notavel a
diabetes tipo 2 como consequéncia do aumento da esperanca de vida e da obesidade

epidémica (Holt T. et al, 2010).

A combinagdo de fatores genéticos e ambientais contribui para a ocorréncia da
diabetes tipo 2. Por conseguinte, ha grupos com fortes probabilidades em desenvolver a
doenca (Muller-Wieland et al, 2008):

e Historia familiar (1°grau) de diabetes

e Idade acima dos 45 anos

e [Excesso de peso e obesidade: IMC > 25 kg/ m2;

e Evento cardiovascular

e Estilo de vida sedentario

e Linhagem caucasiana

e Identificacdo prévia de Anomalia da Glicemia em Jejum, Anomalia de
Tolerancia a Glicose e/ou Sindrome Metabolica

e Hipertensao arterial (> 140/90 mmHg em adultos)

e Colesterol HDL baixo (35mg/dl ou 0,9 mmol/l) e/ou Triglicerideos
elevados (250 mg/dl ou 2,82 mmol/l) ou ambos

e Mulheres com historia de diabetes gestacional ou filhos macrossémicos
(>4 Kg)

e Sindrome do ovério poliquistico

Pré-diabetes

A DM2 ¢ geralmente precedida por um periodo de anomalias da glicemia que
podem durar varios anos e que por si s6 constituem um risco acrescido de doencas
cardiovasculares. Estas alteragdes associam-se frequentemente a obesidade,
dislipidémia e hipertensdo arterial. Estas situagdes frequentemente designadas de Pré-
diabetes correspondem a alteragdes do metabolismo dos hidratos de carbono, em que os
niveis de glicose no sangue sao superiores ao normal, mas ndo suficientemente elevados
para serem classificados como diabetes (Holt T. et al, 2010).

A pré-diabetes ou categorias de risco aumentado para a DM2, inclui:

e Anomalia da glicemia em jejum (AGJ)
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e Anomalia da tolerancia a glicose (ATG)
¢ Hemoglobina Alc (HbAlc) entre 5,7 e 6,4%

O reconhecimento destes estadios intermédios de anomalias da homeostase da
glicose, a sua identificacdo e a implementacdo de medidas de prevengdo poderdo evitar
ou pelo menos retardar o desenvolvimento da DM2, contribuindo, consequentemente,
para a reducdo da morbi-mortalidade por doenca cardiovascular.

Das trés situacdes de Pré-diabetes, a AGJ ¢ a menos prevalente e que confere
menor risco de progressdo para a DM2 e doenga cardiovascular, em oposicdo a ATG

(Gandara F. 2012).

Insulino-resisténcia e alteracoes da célula § na Diabetes tipo 2

Duas componentes sdo fundamentais para o desenvolvimento da DM2,
alteragdes morfofuncionais da célula B pancreatica e insulino-resisténcia.

A acdo bioldgica da insulina depende da interacdo com o seu recetor, que tem
como principal alvo o substrato do recetor da insulina, o IRS-1. A fosforilagdo dos
residuos de tirosina desta proteina inicia uma cascata de eventos que passam pela
ativagdo de proteinas como a cinase PI3 (PI3K) e a proteina cinase B (PKB/Akt),
promovendo, desde logo, a translocagdo do transportador da glicose (GLUT4) para a
membrana plasmatica com o consequente aumento da captagdo de glicose em tecidos
como o musculo ou o tecido adiposo (Fig. 1). A insulina, além de promover a captagao,
pelo adipocito, da glicose e dos 4cidos gordos provenientes da degradagcdo dos
triglicerideos circulantes (a¢do da LPL) estimula a lipogénese e inibe a lipdlise, como ja
referido. No figado, a insulina tem importantes agdes metabolicas como a inibi¢do da
produgdo hepatica de glicose (inibicdo da glicogendlise e da gliconeogénese) e a
estimulacdo da glicogénese mas nao interfere na translocacdo do transportador para a
membrana, pois este 6rgdo tem GLUT?2, um transportador de glicose de elevado Km e
independente de insulina (Bugianesi et al, 2005; Wellen & Hotamisligil, 2005).

Nas situagdes de insulino-resisténcia ndo hd captacdo muscular de glicose, a
producdo hepatica de glicose ndo ¢ inibida e, no adipdcito, diminui a lipogénese e

aumenta a lip6lise.

24



A obesidade, frequentemente associada a disfun¢do do tecido adiposo,
particularmente relacionada com um estado de inflamacdo de baixo grau, como ja
referido, constitui uma das principais causas de insulino-resisténcia (Ye J. 2009).

As moléculas derivadas do tecido adiposo patogénico, como a MCP-1, recrutam
células imunitarias para o interior do tecido; o TNF-a e a IL-6, duas citocinas pro-
inflamatorias envolvidas ndo s6 na inflamagdo mas também na expansdao do tecido
adiposo e na insulino-resisténcia, refletem a relagcdo entre os processos metabdlicos e
imunitarios. O crescimento excessivo do tecido adiposo, se ndo ¢ acompanhado de
neovascularizagdo adequada, pode conduzir a regides hipdxicas e perda da funcdo
normal do tecido adiposo. Este deixa de conseguir captar ¢ armazenar todos os lipidos
de que resulta um fluxo exagerado de acidos gordos e acumulacdo de gordura em
tecidos como o figado ou o musculo (Yukun C. et al, 2013). Observa-se, também, uma
alteragcdo da producdo de citocinas e adipocinas, nomeadamente, aumento do TNF-a, de
leptina e da resistina, ¢ diminui¢do da adiponetina (Krebs & Roden, 2005; Meier J. J,
2009). As alteragdes secretoras do tecido adiposo e o fluxo exagerado de acidos gordos

podem, entdo, induzir insulino-resisténcia (Guilherme A. et al, 2008).

(¢}

A secrecdo de insulina ¢ um fator determinante para o equilibrio glicidico

fabR]

depende da massa de células e da capacidade secretora destas células. Em relagdo

o~

funcdo secretora parece haver alteracdes varias da célula B, desde a sintese até
exocitose de insulina, mas os estudos ndo sdo ainda concludentes, no que respeita aos
mecanismos subjacentes. A massa de células B pode estar diminuida nomeadamente na
sequéncia de deposicao amiloide e apoptose das células B, ou ser geneticamente
determinada (Seiga R., 1998).

As alteragdes da funcao e da massa de células  pancreaticas na diabetes tipo 2,
tal como a insulino-resisténcia, tem subjacente processos primdrios e adquiridos. Destes
ultimos destaca-se a hiperglicemia e a dislipidemia como factores de agravamento das
alteragdes da secre¢do e da agdo da insulina. De fato, o aumento cronico da glicose ¢
dos lipidos pode afetar a producao de insulina, afetando a fun¢ao e o niamero de células

B, e a sensibilidade dos tecidos insulino-dependentes a hormona (Baily CJ, et al, 2008).
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. insulina

receptor de insulina

Figura 1: Via de sinalizacio da insulina na captacio de glicose.

A aglo biologica da insulina depende da interacdo com o seu recetor, tendo como
principal alvo o substrato do recetor da insulina (IRS-1), cuja fosforilacdo (P) dos
residuos de tirosina inicia uma cascata de eventos que passam pela ativagao da cinase
PI; e da cinase B (Akt), promovendo logo a transloca¢do do transportador da glicose
(GLUT4) para a membrana plasmatica ¢ a consequente captacdo da glicose. IRS-1 —
substrato do recetor da insulina; P — i3o fosfato; PI-3K — cinase do Pl
(fosfatidilinositol-3-fosfato); Akt — proteina cinase B (marcador da sinalizacdo de
insulina); GLUT4 — transportador de glicose 4;

Figura adaptada de www.medicinenet.com.br
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Cirurgia Bariatrica na obesidade e na diabetes tipo 2

A obesidade pode conduzir, como ja foi referido, a diabetes tipo 2 e doencas
cardiovasculares, entre outras situacdes. O seu impacto na sociedade, as repercussoes na
qualidade de vida e a diminuicdo do tempo de vida justificam os actuais critérios de
intervengdo cirurgica para amenizar estes problemas. Atualmente, esta cirurgia ¢

recomendada em doentes com:
- IMC > 40 Kg/m®

- IMC > 35 Kg/m” associado a hipertensdo arterial, dislipidémia, diabetes tipo 2

e apneia do sono.

De fato, a cirurgia baridtrica ou metabolica ¢ atualmente um método
estabelecido de reducao de peso corporal em individuos com obesidade. Também a
diabetes tipo 2, especificamente quando aliada a obesidade, ¢ alvo desta intervengao

(AL-Suhaimi E. et al, 2013).
As principais técnicas cirurgicas (Meijer R. et al, 2011), podem resumir-se em:

e Cirurgias restritivas caracterizadas pela redu¢do do volume do estdomago. (Ex.
gastretomia vertical ou sleeve)

e Cirurgias de Ma-absor¢do que se fundamentam no principio da deficiente
absorcdo intestinal de nutrientes, resultante do procedimento cirurgico de
exclusdo ou bypass de porgdes especificas do intestino delgado. Alguns
exemplos sdo o bypass jejuno-ileo e a diversao biliopancreatica.

e Cirurgias mistas, em que se combinam os dois procedimentos cirargicos
anteriormente referidos. Um exemplo ¢ a gastroplastia com desvio intestinal

(Roux-en-Y gastric bypass).

Viérios estudos mostram que a cirurgia bariatrica em individuos com obesidade e
diabetes tipo 2 se associa a melhorias significativas do controlo glicémico. De facto, em

80% dos pacientes diabéticos operados deixou de ser necessaria a terapéutica anti-

diabética (Schutz R. et al, 2012).

27



Para além da reducdo do peso corporal e consequentemente da insulino-
resisténcia, outros mecanismos ou fatores tém sido apontados para explicar a melhoria,
rapida, do perfil glicidico nestes doentes, embora permanegam por esclarecer os
mecanismos subjacentes. Apontam-se como intervenientes algumas hormonas ou
peptideos digestivos. Destas hormonas/peptideos destaca-se o glucagon-like peptidel

(GLP-1), o peptideo YY e a grelina.

O GLP-1 ¢ uma das incretinas, por favorecer a secrecao da insulina, para além
de outros efeitos na célula B e também na célula o (Thomas R. et al, 2007; Ferrannini
E. et al, 2009), efeitos diminuidos em doentes com diabetes tipo 2 (J.J. Meier et al,
2009). O GLP-1 ¢ um peptideo constituido por 30 a.a., maioritariamente produzido
pelas células L da regido distal do intestino delgado (Im GE. 2006). Tem a capacidade
de melhorar o metabolismo da glicose através de uma variedade de acdes (J. Ma et al,
2009). Melhora a biossintese e a secre¢do da insulina e inibe a secre¢do do glucagon
pelas células a pancreaticas (Johansson H-E, 2007; J. Ma et al, 2009; Irwin N., 2009).
Em cultura de células e em roedores foi também demonstrado que promove a
prolifera¢do e a regeneracdo da célula e diminui a apoptose destas células (Mousumi
et al, 2009). Melhora ainda a sensibilidade a insulina, estimula o gasto energético ¢
inibe o apetite, podendo conduzir a redugao do tecido adiposo corporal.

Outros efeitos lhe sdao atribuidos, nomeadamente cardioprotetores, ¢ ainda no

ritmo de esvaziamento géstrico (Shuctz R. et al, 2012).

O peptideo YY ¢ também sintetizado e segregado pelas células L intestinais.
Estd envolvido no controlo do apetite, tendo um provavel efeito anorexigénico. A
literatura refere também que atrasa o esvaziamento gastrico, diminui a motilidade
gastrintestinal e inibe a producdo de 4cido gastrico e de enzimas pancreaticas (Shuctz R.

et al, 2012).

A grelina ¢ um peptideo formado por 28 aminoéacidos predominantemente
produzida por células especializadas das glandulas oxinticas  gastricas.
Aproximadamente 60%-70% dos niveis circulantes é segregada pelo estomago; ocorre
alguma expressdo noutros tecidos como sistema nervoso central, pulmdes, rins,

pancreas, placenta e coragdo (Fruhbeck G., 2003).
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Esta hormona desempenha um importante papel na sinalizacdo dos centros
hipotaldmicos que regulam a ingestdo alimentar e o balango energético. A grelina
constitui o unico peptideo digestivo conhecido com ac¢do orexigénica central.

Os niveis circulantes da grelina estdo aumentados no jejum prolongado e em
estados de hipoglicemia e a sua concentragdo diminui apds as refeicdes ou
administracdo intravenosa de glicose (Shin A. et al, 2010). Foi demonstrado que o tipo
de nutrientes contidos na refei¢do, e ndo o seu volume, sdo os principais responsaveis
pelas alteragdes pos-prandiais dos niveis plasmaticos de grelina; observa-se que a
concentracdo plasmdtica diminui a seguir a refeicdes ricas em hidratos de carbono,

concomitantemente a elevacao da insulina plasmatica (Shin A. et al, 2010).

No que diz respeito ao impacto do sleeve e do bypass gastrico nos peptideos
gastrintestinais, a literatura refere que, em consequéncia do rearranjo gastrico e
intestinal, ocorre uma chegada muito mais rapida dos nutrientes ao intestino delgado,
constituindo um estimulo imediato e potente para a produgao dos peptideos GLP-1 e do
peptideo YY (Laferrére B, 2008; N. Irwin,P.R. Flatt, 2009).

Também o éxito destes procedimentos cirtrgicos ¢ refor¢cado pela exclusdo de
todo o fundo gastrico e, por conseguinte, das células produtoras de grelina (Shuctz R. et
al, 2012), com a consequente diminui¢do deste peptideo gastrico.

Estes efeitos, aliados a redugdo do peso corporal ou da massa adiposa, poderao
reduzir a insulino-resisténcia e melhorar a fungdo e a massa celular B e dai melhoria do

perfil metabolico na diabetes tipo 2.
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Objetivos e Plano do trabalho
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A investigacdo em ratos obesos e diabéticos tipo 2 refere que a cirurgia
bariatrica melhora o controlo glicémico. No entanto, os efeitos especificos e os
mecanismos subjacentes ainda ndo estio totalmente esclarecidos.

Deste modo, o presente trabalho de investigagdo teve como objetivo principal,
avaliar o impacto da cirurgia baridtrica, tentando encontrar algumas diferencas entre a
gastrectomia vertical (sleeve gastrico) e o bypass gastrico no perfil metabdlico, na
insulino-resisténcia periférica e no tecido adiposo visceral epididimal, de um modelo
animal de diabetes tipo 2 ndo obesa, os ratos Goto-Kakizaki (GK).

A escolha de um modelo animal de diabetes tipo 2 ndo obesa foi baseada no fato
de se pretender avaliar os efeitos da cirurgia na situacdo diabética, de forma

independente da obesidade.

Para o efeito fomos determinar:

1. o peso corporal e os niveis sanguineos de glicose, colesterol total e triglicerideos
em jejum, antes € um més apos a cirurgia bariatrica;

2. os niveis de HbAlc e os indices de insulino-resisténcia e de insulino
sensibilidade, um més apds a cirurgia;

3. os niveis de AMPK (marcador energético), Akt (marcador da sinalizacdo de
insulina) e o racio Bcl-2/Bax (marcador de apoptose) no tecido adiposo visceral

epididimal, um més apos a intervencao cirargica.
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Métodos
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Animais e tratamentos

No presente trabalho foram utilizadas duas estirpes de animais, ratos Goto-
Kakizaki (GK), ratos ndo obesos com diabetes tipo 2 espontanea, e ratos Wistar (W)
normais, provenientes da colonia de Coimbra - Faculdade de Medicina da Universidade
de Coimbra.

Os ratos foram mantidos num ambiente apropriadamente ventilado, com ciclos
alternados de 12h de luz/12h de obscuridade e humidade (50-60%) e temperatura (22-
24°C) controladas. Todos os animais tiveram livre acesso a dgua e ra¢ao (dieta AO4-
Panlab, Charles River, Fran¢a) e, durante pelo menos cinco dias apos a cirurgia, a dieta
liquida — suplemento oral completo (FortiCare, Nutricia, The Netherlands),
administrado por sonda.

Os animais de ambos os modelos, machos com 12 a 14 semanas de vida, foram
divididos em seis grupos (n =6 - 11 animais em cada grupo):

1. Dois grupos de ratos controlo, ratos Wistar (W) e ratos GK (GK).

2. Dois grupos de ratos submetidos a incisdo da parede do abdémen
seguida de sutura, ratos Wistar sham (Wsh) e ratos GK sham (GKsh).

3. Dois grupos de ratos GK sujeitos a cirurgia, um a sleeve gastrico ou

gastrectomia vertical (GKSI) e outro a bypass gastrico (GKBp).

Peso corporal e determinacio de parametros sistémicos

O peso corporal (expresso em gramas) foi determinado em jejum (de 16-18h)
imediatamente antes da cirurgia ¢ um més apds a intervengdo cirurgica. Foram
determinados no sangue da veia cauda, nestes mesmos periodos:

a) Os niveis de glicose, pelo método da glicose-oxidase, fazendo uso de um
glicometro (Glucometer Elite — Bayer SA, Portugal) e tiras teste compativeis.
b) Os niveis de hemoglobina Alc, triglicerideos e colesterol total, usando

analisadores automaticos, DCA 2000 Analyser, Siemens AG, Germany para a

hemoglobina Alc e, para os triglicerideos e o colesterol, o Accutrend GClI,

Roche Diagnostics, F. Hoffmann-Lar Roche Ltd, Switzerland.
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Colheitas de tecido adiposo e sangue

Um més apo6s as cirurgias, o sangue foi colhido por pung¢do cardiaca e o plasma
foi separado e armazenado a -80°C para a determinagdo da insulinemia. Para tal os
animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (75mg/Kg) e cloridrato de
clorpromazina (3mg/Kg), por via intramuscular.

Apobs o sacrificio dos animais, foi retirada uma pequena porcdo de tecido
adiposo visceral epididimal seguido de lavagem numa solucdo isotonica (0,1% NaCl).
As amostras do tecido foram imediatamente congeladas em azoto liquido e

posteriormente armazenadas a - 80°C.

Insulina e indices de resisténcia e sensibilidade a insulina

A insulinemia em jejum foi determinada no plasma, por técnica de ELISA,
utilizando o Rat Insulin ELISA Kit (Mercodia, Suécia).

Com base nos niveis sanguineos em jejum de insulina (Ip) e glicose (Gy), foram
calculados os indices de insulino-resisténcia HOMA (homeostase model assesment) ¢
de sensibilidade a insulina QUICK (quantitative insulin sensivity check index).

O HOMA foi calculado pela formula [ (Ip) * (Go)]/ 22,5. O Gy corresponde a
glicemia em jejum (mmol/L) e Iy ¢ a insulinemia em jejum (uU/mL).

O QUICK pela formula 1/ [ log(Go) + log(ly)]. Gy corresponde a glicemia em

jejum (mg/ dL) e Iy ¢ a insulinemia em jejum (uU/mL).

Homogeneizacao do tecido adiposo epidimal

Seccionaram-se porgdes de tecido adiposo epididimal com cerca de 200mg que
foram homogeneizadas em 2ml de tampao de homogeneizacao (Tabela I). Procedeu-se a
respetiva centrifugacdo a 14000 xg, a temperatura de 4°C, durante 20 minutos com
recolha dos sobrenadantes para outros tubos. Repetiu-se a centrifugacdo desses
sobrenadantes durante 15 minutos. Os sobrenadantes finais foram recolhidos para novos
tubos e determinou-se a concentragdo de proteina pelo método BCA. Este ¢ um método
espetrofotométrico para a determinacdo da quantidade de proteina dos tecidos

homogeneizados. Utilizando a albumina sérica bovina (BSA), numa concentra¢do
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conhecida, obteve-se uma curva de calibracdao. Por fim, as amostras foram aliquotadas e

guardadas a -80°C para futura analise.

Detecao de proteinas por Western Blot

A identificacdo e quantificacio dos niveis de AMPK (marcador/sensor
energético celular) e Akt (marcador de sinalizagdo intracelular de insulina), Bcl-2
(marcador anti-apoptético) e Bax (marcador apoptoético) no tecido adiposo foram
efectuadas por Western Blot. O sistema de polimerizacdo de géis foi montado e os
tampdes Resolving e Stacking foram adicionados (Tabela I). Durante o tempo de
polimerizacdo dos géis, prepararam-se as amostras com volumes correspondentes a 40
ug de proteina e volumes iguais de tampdo Sample 2x (Tabela I). De seguida, as
amostras foram fervidas durante 2 minutos e posteriormente colocadas em gelo. Os géis
polimerizados foram colocados no sistema de corrida com tampao Running (Tabela I) e
procedeu-se a disposi¢do das amostras e padrao (Precision PlusStandards, Dual Color,
Bio-Rad, EUA) segundo a ordem desejada. Terminada a corrida (voltagem constante de
160 V), os géis foram colocados em contacto directo com membranas de PVDF
(Membrana de fluoreto de polivinilideno, Bio-Rad, EUA) previamente ativadas. O
sistema de transferéncia foi montado de acordo com as instrug¢des ¢ a reac¢ao ocorreu a
intensidade constante de 200 mA, em tampao CAPS (Tabela I). Concluida a
transferéncia, as membranas foram imediatamente bloqueadas com solugdo de TBST -
BSA 5% (Tabela I) a temperatura ambiente. Duas horas depois, efectuou-se uma
lavagem rapida seguida de 3 lavagens de 10 minutos com solu¢do de TBST. Em
seguida, incubaram-se as membranas, durante a noite, a 4 °C sob agitagdo constante,
com os anticorpos primarios para a AMPK (Cell Signaling, E.U.A), a Akt (Cell
Signaling, E.U.A), a Bcl-2 (Santa Cruz Biotecnnology, E.U.A) e a Bax (Santa Cruz
Biotecnnology, E.U.A). No dia seguinte, efectuaram-se lavagens, tal como descrito
anteriormente, e incubaram-se as membranas com o anticorpo secundario, anticorpo
Anti-mouse (Amersham, EUA), sob agitagdo constante e a temperatura ambiente,
durante cerca de 2 horas. Depois deste periodo de tempo, as lavagens foram repetidas,
como acima referido. As membranas foram, depois, incubadas com substrato

enzimatico (Rabbit ECF Western Blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences, Reino
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Unido) durante aproximadamente 2 minutos e reveladas por leitor de fluorescéncia

(Typhoon FLA 9000, Suécia).

Tabela 1: Tampdes utilizados na homogeneizagao e na técnica de Western Blot

25mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM

Tampao de EGTA, 1% Triton X-100, 10 mM PMSF, 40pg/g
Homogeneizac¢iao tecidos de cocktail inibidor de proteases (Sigma,
EUA), pH="7,7
Tampao Resolving 0, 75M Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 8,8
Tampao Stacking 0,25M Tris- HCI; 0,2% SDS; pH 6,8

62,5mM Tris-HCL; pH 6.,8; 20% SDS 10%; 25%

Tampao Sample (2x)
glycerol; 2% Bromefenol blue 0,5%; pH 6,8
Tampao Running 125mM Tris-Base; 480mM Glicina; 9mM SDS; pH 8,8
Tampao CAPS 50mM CAPS; 2%NaOH; pH 11; 10% methanol
Tampao TBS 250mM Tris; 1,5 mM NaCl; pH 7,6
Tampao TBST Solugao de TBS + 1 % Tween-20
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Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como média + e.p.m. Foi utilizado o teste One
Way ANOV A na comparacao dos diferentes grupos de estudo.

Na comparagdo entre os dois periodos, antes e apos tratamento, foi aplicado o
teste ¢ Student para amostras emparelhadas. Foi considerado um valor de P < 0,05 como

diferenca estatisticamente significativa.
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Resultados
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Ingestao de alimentos, peso corporal e niveis sanguineos de
glicose, triglicerideos e colesterol

Em relacdo a ingestdo de alimentos, ndo observamos diferencas significativas
entre os diferentes grupos durante o periodo de estudo (resultados ndo apresentados).

No que diz respeito a variacdo de peso, observamos um aumento do peso nos
ratos W e GK controlo (com valores de P < 0,05) (tabela 2) e nos ratos Wsh e GKsh
(com valores de P < 0,001 e P < 0,05, respectivamente) (tabela 3) o que ndo ¢ observado
nos animais submetidos a cirurgia bariatrica, sleeve gastrico e bypass gastrico (tabela 4).

Nao foram observadas alteracdes da glicemia em jejum entre o pré e o pds-
operatdrio, nos diferentes grupos estudados, com excep¢do do grupo Wsh (P < 0,05)
(tabelas 2, 3, 4).

Em relacdo ao perfil lipidico, a comparacdo dos resultados antes e apos
intervengdo cirirgica, mostra que o grupo sujeito ao bypass gastrico (GKBp) apresenta
valores significativamente inferiores de colesterol total (P < 0,01) e triglicerideos (P <
0,05) um més ap6s a cirurgia (Tabela 4). Para os outros grupos em estudo ndo se

verificaram altera¢des relevantes nestes parametros (Tabelas 2, 3, 4).

Tabela 2: Peso corporal e valores sanguineos em jejum de glicose, colesterol e
triglicerideos dos ratos Wistar e GK (controlo), antes e ap6s tratamento.

Parametro W W GK GK
antes apos Antes Apos
Peso
corporal 328+12 379+13 25649 313+10
(9) £ $

Glicemia

(mg/dL) 78+2 75+2 96+7 10245
Colesterol

(mg/dL) 161+2,05 163+1,23 159+1,59 164+1,39

Triglicerideos
(mg/dL) 123+5,45 115+4,99 128+11,20 117+6,08

W - ratos Wistar; GK — ratos Goto-kakizaki.

Resultados apresentados como média + e.p.m.; n =6 — 11 animais em cada grupo;

£ P <005 vs W antes; $ P < 0,05 vs GK antes; (teste ¢ Student para amostras
emparelhadas).
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Tabela 3: Peso corporal e valores sanguineos em jejum de glicose, colesterol e
triglicerideos dos ratos Wistar e GK sham, antes e apds tratamento.

Parametro Wsh Wsh GKsh GKsh
antes apos Antes Apos
Peso corporal
(9) 3498 4116 270+13 3207
Hpp A
Glicemia
(mg/dL) 814 7143 11011 10845
i)
Colesterol
(mg/dL) 164+1,36 164+1,24 164+1,20 162+1,52
Triglicerideos
(mg/dL) 119+7,59 124+11,26 142+18,27 116+11,95

Wsh — ratos Wistar sham; GKsh — ratosGoto-kakizaki sham.

Resultados apresentados como média + e.p.m.; n =6 — 11 animais em cada grupo;

u P <0,05; ppp P <0,001 vs Wsh antes; a P < 0,05 vs GKsh antes; (teste ¢ Student para
amostras emparelhadas).

Tabela 4: Peso corporal e valores sanguineos em jejum de glicose, colesterol e
triglicerideos dos ratos sujeitos a cirurgia bariatrica, antes e apo6s tratamento

Parametro GKSI GKSI GKBp GKBp
antes apos antes apos

Peso corporal
(9) 2777 312410 28419 30612

Glicemia
(mg/dL) 9848 111£2 117114 1299

Colesterol
(mg/dL) 161+1,36 | 159+1,50 | 163+1,88 | 156%1,07
¥

Triglicerideos
(mgldL) 13446,86 | 106£7,11 | 123x4,17 | 994820
¥

GKSI — ratos Goto-kakizaki submetidos a sleeve gastrico, GKBp — ratos Goto-kakizaki
submetidos a bypass gastrico.Resultados apresentados como média £ e.p.m.;n=6—11
animais em cada grupo; ¥ P <0,05; ¥ P < 0,01 vs GKBp antes; (teste ¢ Student para
amostras emparelhadas)
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Apos o periodo de tratamento, os ratos GK diabéticos (grupo GK) apresentaram
valores de peso corporal inferiores aos ratos Wistar (grupo W) e glicemia em jejum
mais elevada, tal como os ratos GKsh em relagdo aos ratos Wsh. O grupo de ratos GK
submetido a bypass géstrico (GKBp) apresentou, apds o tratamento, niveis mais altos de
glicemia em jejum, quando comparado com o grupo GK controlo (tabela 5).

Nao foram observadas diferencas significativas do colesterol total e dos

triglicerideos entre os diferentes grupos (tabela 5).

Tabela 5: Peso corporal e valores sanguineos em jejum de glicose, colesterol e
triglicerideos apds tratamento.

Parametro W GK Wsh GKsh GKSI GKBp

Peso corporal

(9) 379+13 313+10 41116 32047 312410 306+12
*kok
Glicemia
(mg/dL) 75%2 10215 71+3 1085 11116 12949
* ) #
Colesterol

(mg/dL) 163+1,23 | 164+1,39 | 164+124 | 1624152 | 159+150 | 156+1,07

Triglicerideos
(mg/dL) 115+4,99 | 11746,08 | 124+11,26 | 116+11,95 | 106+7,11 | 994820

W — ratos Wistar; Wsh — ratos Wistar sham; GK — ratos Goto-kakizaki; GKsh — ratos
Goto-kakizaki sham; GKSI — ratos Goto-kakizaki submetidos a sleeve gastrico; GKBp —
ratos Goto-kakizaki submetidos a bypass gastrico.

Resultados apresentados como média + e.p.m.; n =6 — 11 animais em cada grupo;

* P <0,05; *** P <0,001 vs W; 6 P <0,05 vs Wsh; # P < 0,05 vs GK; (teste One Way
ANOVA).
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Hemoglobina Glicada (HbAlc)

Comparando os valores antes e pds tratamento cirargico, verificamos que os
valores da hemoglobina glicada diminuiram significativamente (P < 0,05) nos ratos GK
submetidos a cirurgia bariatrica, sleeve gastrico (GKSI) e bypass géstrico (GKBp), o
que ndo se verificou nos ratos GK e GKsh (Fig. 2). No grupo W registou-se,
curiosamente, uma diminuicao significativa dos valores de HbAlc do pré para o pos-

operatério (P < 0,05) (Fig. 2).
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Figura 2: Hemoglobina glicada (HbA1c) antes e apds o tratamento

W - ratos Wistar, Wsh — ratos Wistar sham, GK — ratos Goto-kakizaki, GKsh — ratos
Goto-kakizaki sham, GKSI — ratos Goto-kakizaki submetidos a sleeve gastrico; GKBp —
ratos Goto-kakizaki submetidos a bypass gastrico.

Resultados apresentados como média + e.p.m.; n =6 — 11 animais em cada grupo;

£ P<0,05vs W antes; ¥ P <0,05 vs GKSI antes; v P < 0,05 vs GKBp antes; (teste ¢
Student para amostras emparelhadas).

Um més apds a intervengdo cirurgica observamos nos ratos GK e GKsh valores
significativamente superiores de HbAlc quando comparados com os grupos W e Wsh,
respetivamente. Nos grupos submetidos a cirurgia bariatrica, os valores de hemoglobina
glicada foram inferiores aos seus grupos controlo, GK (P < 0,001) e GKsh (P <0,01), e
similares aos ratos Wistar (W e Wsh) (Fig. 3).
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Figura 3: Hemoglobina glicada (HbAlc) apés tratamento

W — ratos Wistar; Wsh — ratos Wistar sham; GK — ratos Goto-kakizaki; GKsh — ratos
Goto-kakizaki sham; GKSI — ratos Goto-kakizaki submetidos a sleeve gastrico, GKBp —
ratos Goto-kakizaki submetidos a Bypass gastrico.

Resultados apresentados como média + e.p.m.; n=6 — 11 em cada grupo;

**x P < 0,001 vs W; 666 P < 0,001 vs Wsh; $$ P < 0,01 vs GKsh; ### P < 0,001 vs
GK; (teste One Way ANOVA).
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Indices de insulino-resisténcia e de sensibilidade a insulina

Os ratos GK mostraram valores do indice de insulino-resisténcia (HOMA)
significativamente superiores aos dos ratos W (P < 0,05) e inferiores aos dos ratos GKsh
(Fig. 4). O indice de sensibilidade a insulina (QUICK) foi inferior no grupo GK
relativamente ao dos ratos W e superior ao dos ratos GKsh (Fig. 5).

Os grupos submetidos a cirurgia bariatrica, GKSI e GKBp, apresentaram uma
reducgdo significativa do indice de insulino-resisténcia (P < 0,05) (Fig. 4) e um aumento

do indice de sensibilidade a insulina (P < 0,05) relativamente ao grupo GKsh (Fig. 5).
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Figura 4: Indice de insulino-resiténcia HOMA, apés tratamento.

W — ratos Wistar; Wsh — ratos Wistar sham; GK — ratos Goto-kakizaki; GKsh — ratos
Goto-kakizaki sham; GKSI — ratos Goto-kakizaki submetidos a sleeve gastrico; GKBp —
ratos Goto-kakizaki submetidos a Bypass gastrico.

O HOMA foi calculado pela formula [ (Ip) * (Go)]/ 22,5. Gy corresponde a glicemia em
jejum (mmol/L) e Iy € a insulinémia em jejum (uU/mL).

Resultados apresentados como média + e.p.m. n = 6 — 8 animais em cada grupo;

* P<0,05 vs Wistar; $ P < 0,05 vs GKsh; (teste One Way ANOVA).
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Figura 5: Indice de sensibilidade 2 insulina QUICK, apés tratamento.

W — ratos Wistar; Wsh — ratos Wistar sham; GK — ratos Goto-kakizaki; GKsh — ratos
Goto-kakizaki sham; GKSI — ratos Goto-kakizaki submetidos a sleeve gastrico; GKBp —
ratos Goto-kakizaki submetidos a Bypass gastrico.

O QUICK foi calculado pela formula 1/ [ log(Go) + log(Ip)]. Go corresponde a glicemia
em jejum (mg/ dL) e Iy € a insulinémia em jejum (uU/mL).

Resultados apresentados como média + e.p.m.; n = 6 — 8 animais em cada grupo;

* P<0,05vs W; $ P<0,05 vs GKsh; (teste One Way ANOVA).
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Parametros no tecido adiposo

Avaliamos, em seguida, alguns parametros no tecido adiposo epididimal
(visceral) dos diferentes grupos estudados.

No que diz respeito a quantificagdo da cinase sensivel ao aumento intracelular de
AMP (AMPK), que funciona como marcador energético, observamos um aumento
significativo da sua expressdo nos grupos submetidos a ambas as técnicas de cirurgia
bariatrica, sleeve gastrico (P < 0,05) e bypass gastrico (P < 0,05) relativamente ao grupo
GK e ao grupo GKsh e uma redugao no grupo GK sham relativamente ao grupo de ratos

W (Fig. 6).
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Figura 6: Quantificacio por Western Blotting da cinase ativada por AMP (AMPK).

W — ratos Wistar; Wsh — ratos Wistar sham; GK — ratos Goto-kakizaki; GKsh — ratos
Goto-kakizaki sham, GKSI — ratos Goto-kakizaki submetidos a sleeve gastrico, GKBp —
ratos Goto-kakizaki submetidos a bypass gastrico.

Resultados apresentados como média + e.p.m.; n =6 — 11 animais em cada grupo;

*P <0,05vs W; § P<0,05 vs GKsh; # P < 0,05 vs GK; (teste One Way ANOVA).

A cinase envolvida na sinaliza¢do da insulina, Akt, apresentou menor expressao
no grupo GKsh (P < 0,05) em comparagdo com o grupo W. Contrariamente, observou-
se um aumento significativo da sua expressdo, apos bypass gastrico (P < 0,05) em

relacdo ao grupo GKsh (Fig. 7).
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Figura 7: Quantificacio por Western Blotting da cinase Akt.

W — ratos Wistar; Wsh — ratos Wistar sham; GK — ratos Goto-kakizaki; GKsh — ratos
Goto-kakizaki sham, GKSI — ratos Goto-kakizaki submetidos a sleeve gastrico, GKBp —

ratos Goto-kakizaki submetidos a bypass gastrico.
Resultados apresentados como média + e.p.m.; n =6 — 11 animais em cada grupo;
*P <0,05vs W; $ P <0,05 vs GKsh; (teste One Way ANOVA).

O racio Bcl-2/Bax ¢ um marcador anti-apoptotico, uma vez que a proteina Bcl-2
esta envolvida na inibi¢do da cascata apoptdtica, enquanto a Bax a ativa. O grupo GK e
o grupo GKsh apresentaram valores significativamente inferiores do racio,
respectivamente P < 0,01 e P <0,05, em comparagao com o grupo W (Fig. 8).

Nos grupos submetidos as cirurgias metabdlicas foi observado um perfil oposto:

o grupo GKSI e o grupo GKBp apresentaram um aumento significativo relativamente

ao grupo GK (P <0,01) e ao grupo GKsh (P < 0,05) (Fig. 8).
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Figura 8: Quantificacado por Western Blotting do marcador anti-apoptoético, o racio Bcl-

2/Bax.

W — ratos Wistar; Wsh — ratos Wistar sham; GK — ratos Goto-kakizaki; GKsh — ratos
Goto-kakizaki sham; GKSI — ratos Goto-kakizaki submetido a sleeve géstrico, GKBp —

ratos Goto-kakizaki submetido a bypass gastrico.
Resultados apresentados como média + e.p.m.; n =6 — 11 animais em cada grupo;
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*P <0,05; ** P <0,01 vs W; $ P <0,05 vs GKsh; ## P < 0,01 vs GK; (teste One Way
ANOVA).
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Discussao e Conclusoes
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Os ratos GK sdo um modelo de diabetes tipo 2 espontanea, ndo obesa,
fenotipicamente selecionado a partir de ratos Wistar, tendo como critério a glicemia 2
horas ap6s a administracao de glicose. Os ratos GK da nossa coldnia sdo caracterizados
por insulino-resisténcia periférica e hepatica e alteragdes da secrecao de insulina e da
massa de células B, um fendtipo caracteristico da diabetes tipo 2 (Seiga et al, 2003;
Seica et al, 2004; Matafome 2012). Tém uma intrinseca intolerancia a glicose desde a
primeira semana de vida e hiperglicemia moderada em jejum apos as 4 semanas de vida,
desenvolvendo numa fase mais tardia de evolugdo da doenga, alteracdes dos parametros
lipidicos, que se traduzem por maiores niveis sanguineos de acidos gordos livres,
colesterol e triglicerideos (Seica et al, 2003; Matafome 2012). Em relagdo a
quantificagdo da hemoglobina glicada, a HbAlc, que reflecte a ocorréncia de
fenomenos de hiperglicemia durante os trés meses anteriores (e indiretamente a
glicacdo), os ratos GK tém também niveis superiores de HbAlc.

Os nossos resultados confirmam que os ratos diabéticos apresentam peso
corporal inferior aos ratos Wistar e valores superiores da glicemia em jejum e da
hemoglobina glicada (HbAlc) a que se associam alteragdes dos indices de insulino-
resisténcia e insulino-sensibilidade.

A alteragdo dos habitos alimentares e o estilo de vida sedentario podem conduzir
a desequilibrios do balango energético e a alteragdes metabolicas graves. O numero de
individuos com excesso de peso e obesidade tem aumentado de forma dramatica,
particularmente nos paises desenvolvidos; o aumento do peso corporal associa-se a
inflamacao, insulino-resisténcia e alteragcdes da producgdo de citocinas e adipocitocinas e
constitui um fator de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2. A cirurgia
baritrica ¢ hoje uma medida terapéutica na obesidade, mas também na diabetes tipo 2
com IMC > 35. Doentes diabéticos tipo 2 submetidos a cirurgia metabolica melhoram
rapidamente o seu perfil glicémico e estudos varios sugerem nao ser apenas uma
consequéncia da reducdo de peso.

De facto, outros mecanismos, ja apresentados na introducdo deste trabalho,
poderdao explicar a melhoria do perfil metabdlico dos doentes e a diminuicdo da
insulino-resisténcia, nomeadamente o aumento da secrecdo de algumas hormonas ou
peptideos intestinais, € o proprio rearranjo intestinal (Jin M. et al, 2009). Recentemente,
Shuctz R. et al. (2012) defendeu que uma das consequéncias do rearranjo intestinal
nestas cirurgias ¢ o aumento dos niveis da incretina GLP-1, responsavel pela melhoria

da funcdo da célula B ou seja da producdo de insulina. Também o contacto mais
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rapido/precoce dos alimentos com a mucosa intestinal podera estimular os referidos
sinais hormonais que interferem com o metabolismo da glicose, nomeadamente através
da produgdo e da agdo da insulina (Jin M. et al, 2009). De facto, varios estudos sugerem
que o aparelho digestivo por si s0, nomeadamente o estdmago e o intestino delgado, ¢
fundamental para os efeitos benéficos apresentados. Desempenha um papel central na
homeostase energética, uma vez que age como um verdadeiro 6rgdo enddcrino produtor
dos peptideos ja mencionados, como o GLP-1, o peptideo YY e a grelina. Mais ainda,
controla e regula o esvaziamento e a motilidade gastrica que influenciam indiretamente
a producdo de insulina, pois o tempo e a velocidade de chegada dos nutrientes ao
duodeno determinam o nivel de glicose e a consequente secre¢ao da insulina (J.J. Meier
et al, 2009).

Comparando as variacdes de peso ao longo do tempo de estudo, observdmos um
aumento do peso nos ratos Wistar e GK, controlo e sham que ndo observdmos nos
grupos submetidos a cirurgia metabodlica, sleeve e bypass gastrico, embora a ingestio de
alimentos tivesse sido similar. A glicemia em jejum ndo sofreu alteragdes com as
cirurgias, mas a HbAlc melhorou com o tratamento cirirgico tal como os indices de
insulino-resisténcia (HOMA) e insulino-sensibilidade (QUICK). Nao observamos
alteragdes dos niveis sanguineos de colesterol total e triglicerideos nos ratos GK,
comparativamente aos ratos Wistar mas, apos o bypass gastrico, foram
significativamente inferiores os niveis destes parametros.

Os nossos resultados confirmam, assim, os efeitos benéficos destas cirurgias na
diabetes tipo 2, especificamente na resisténcia a insulina e consequentemente no
controlo metabdlico. Por este facto, pretendemos depois saber as implicagdes no tecido
adiposo visceral, um dos tecidos particularmente envolvidos na resisténcia a insulina.

Para avaliar o efeito da cirurgia bariatrica no tecido adiposo visceral,
quantificamos a Akt, a AMPK, a Bcl-2 e a Bax, que desempenham um papel central em
multiplos processos celulares como metabolismo da glicose, apoptose e proliferacao
celular (J.J. Meier et al, 2009). Observamos um aumento dos niveis do marcador
energético AMPK e do racio Bcl-2/Bax nos grupos submetidos aos dois tipos de
técnicas cirirgicas e, somente no grupo submetido a bypass gastrico, um aumento da
Akt.

A Akt esta envolvida na sinalizagdo da insulina ¢ na sobrevivéncia celular ¢ tem
sido associada a estimulagdo da sintese proteica e a inibi¢ao da apoptose. A ativagdo

desta enzima reflete a sensibilidade a insulina (Emanuelli et al, 2001; Ueki et al, 2005;
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Galic et al, 2010; Hauner, 2010). O aumento significativo da sua expressdo no tecido
adiposo dos ratos submetidos ao bypass gastrico poderd traduzir uma maior
sensibilidade a a¢do da insulina ap6s este tipo de intervengao, estando de acordo com os
trabalhos de Shu-Qiang Li (2011) que demonstrou um aumento da expressdao de IRS-1
no musculo-esquelético e no tecido adiposo de ratos GK submetidos a Roux-en-Y
gastric bypass.

A AMPK ¢ uma proteina quinase que age como um sensor do estado energético
celular. Quando as concentragdes intracelulares de ATP diminuem, a AMPK ¢ ativada,
estimulando a geracdo de ATP e inibindo o consumo deste. Ao nivel das células f3
pancredticas pensa-se que desempenha uma fun¢do importante na regulagao da secrecdo
de insulina e na protecdo contra a apoptose mediada por citocinas (Viollet B. et al,
2009). No adipocito, sabe-se que promove a captagdo e a oxidacdo da glicose e dos
lipidos (Yamauchi et al, 2003; Lorincz and Sukumar, 2006; Pais et al, 2009; Matafome
2012). A sua ativagdo estimula o transporte de glicose por um mecanismo independente
de insulina; requer a ativagdo da Akt e a translocacdo do GLUT4 para a membrana
celular (Yamauchi e tal, 2003; Bugianesi et al 2005; Matafome, 2012). Mais ainda, a
introducdo de uma forma nao funcional da AMPK inibe o bloqueio das enzimas
gliconeogénicas, o que mostra o papel fundamental da AMPK em suprimir a
gliconeogénese (Matafome 2007). O seu aumento no tecido adiposo dos animais
cirurgicamente intervencionados (sleeve e bypass), podera relacionar-se também com a
melhoria da ag¢dao da insulina neste tecido e, consequentemente, com a melhoria do
controlo glicémico e da insulino-resisténcia.

Os efeitos benéficos da cirurgia da obesidade sdo reforcados no marcador anti-
apoptotico, o racio Bel-2/Bax. E visivel o seu aumento no tecido adiposo dos ratos GK
submetidos a ambas as cirurgias, relativamente aos grupos GK e GK sham, sugerindo
diminui¢ao dos processos apoptdticos locais, nos animais intervencionados.

Numa perspetiva global do nosso trabalho, sugerimos que a cirurgia metabdlica
podera restabelecer os efeitos da insulina no tecido adiposo ou seja, diminuir a insulino-
resisténcia, através da estimulacdo da via de sinalizagdao da PI-3K/Akt e da AMPK, para
além dos efeitos anti-apoptdticos, com repercussdes metabolicas sistémicas,
nomeadamente melhoria do controlo glicémico.

Os dados obtidos pdem em evidéncia os efeitos da cirurgia bariatrica na diabetes
tipo 2 ndo obesa: melhoria da resisténcia a insulina, nomeadamente a nivel do tecido

adiposo visceral, e do controlo glicémico. Apesar do efeito das técnicas cirurgicas no
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peso corporal, justificando, pelo menos em parte, a diminuicao da insulino-resisténcia, o
nosso trabalho sugere o estudo detalhado de outros mecanismos, nomeadamente os que

envolvem os peptideos digestivos e a sua relacdo com o tecido adiposo.
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