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% RESUMO

Em Portugal, a nefropatia diabética é a principal causa de doenca renal em estadio
terminal. A terapéutica atual para esta complicacdo da diabetes mellitus tem-se revelado
insatisfatoria, pois apenas atrasa a progressdo da doenca, ndo impedindo que os doentes
percam a funcdo renal a longo prazo. Por este motivo, € necessario procurar novas
terapéuticas que interfiram na patogenia da nefropatia de forma a minorar o dano renal, ou até

a preveni-lo.

Neste sentido, efetuou-se uma reviséo da literatura de forma a compreender em que
medida é que os inibidores da DPP-4 podem contribuir para a terapéutica da nefropatia
diabética. Com este trabalho, procurou compreender-se o mecanismo fisiopatologico pelo
qual estes farmacos podem ter um efeito renoprotetor, tentando perceber quais sdo os efeitos
dependentes do aumento da concentracdo de GLP-1 e quais os efeitos dependentes da acdo de

outros peptideos.

A evidéncia atual indica que um estado de microinflamacdo esta envolvido na
patogénese da nefropatia diabética. Varias citocinas inflamatorias e fatores de crescimento
tém sido associadas ao desenvolvimento das principais caracteristicas histoldgicas desta
patologia: hipertrofia glomerular, espessamento da membrana basal glomerular e expansédo da
matriz extracelular que € posteriormente substituida por tecido fibrético. Esta descoberta,
conduziu a procura de novos alvos terapéuticos que possam interferir diretamente na
patogénese da nefropatia diabética, impedindo de uma forma direta a progresséo da patologia
renal, independentemente do controlo glicémico e da pressao arterial. Uma das classes de
farmacos que pode ter interesse nesta nova abordagem, sdo os inibidores DPP-4. Sabe-se que
a enzima DPP-4 para além de aumentar os niveis de incretinas, também é importante na

clivagem de vérios peptideos vasoativos. Entre as moléculas investigadas, o SDF-1a, a
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meprina 3, e 0 HMGB1 parecem ser os peptideos com maior potencial para serem alvos

terapéuticos no futuro.

Varios estudos pré-clinicos tém sido realizados para avaliar o efeito dos inibidores da
DPP-4 na nefropatia diabética, avaliando o impacto da terapéutica nos marcadores de doenca
renal. No entanto, o resultado destes estudos deve ser interpretado com alguma cautela, pois
em alguns casos, 0s parametros metabolicos, como a glicémia e a pressdo arterial também
melhoraram. Os estudos clinicos realizados ainda sdo escassos e muitas vezes ndo foram
planeados para compreender especificamente qual é o efeito dos inibidores DPP-4 a nivel

renal.

Por este motivo, os inibidores da DPP-4 como uma alternativa que ofereca protecédo
renal em doentes diabéticos, surge apenas como uma possibilidade. Apesar da evidéncia atual
indicar um potencial renoprotetor que pode ter muito interesse e revolucionar a terapéutica da

diabetes, ha necessidade de realizar mais estudos.

Palavras-chave: nefropatia diabética; inibidores da DPP-4, renoproteccdo; incretinas; stress

oxidativo; complicagdes microvasculares; diabetes mellitus.
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s ABSTRACT

In Portugal, diabetic nephropathy is the main cause of end-stage renal disease. The current
treatment for this complication of diabetes mellitus has proved unsatisfactory because it only
delays disease progression and do not prevent the long-term loss of renal function. Therefore,
it is necessary to look for new therapies that interfere in the pathogenesis of diabetic

nephropathy, in order to lessen the kidney damage or even prevent it.

With this in mind, was carried out a literature review in order to understand to which
extent DPP-4 inhibitors may contribute for the therapy of diabetic nephropathy. This study
sought to understand the pathophysiological mechanism by which these drugs may have a
renoprotective effect, trying to understand which effects are dependent of increased GLP-1

concentration and which effects are dependent upon the action of other peptides.

Current evidence indicates that a state of microinflammation is involved in the
pathogenesis of diabetic nephropathy. Several cytokines and growth factors have been
associated with major histological features of this pathology: glomerular hypertrophy,
glomerular basement membrane thickening and extracellular matrix expansion which is
subsequently replaced by fibrotic tissue. This finding has led to the search for new therapeutic
targets that may interfere directly in the pathogenesis of diabetic nephropathy in a
straightforward manner, preventing the progression of renal pathology regardless of glycemic
and blood pressure control. One class of drugs that may be interesting for this new approach
are DPP-4 inhibitors. It is known that the enzyme DPP-4 in addition to increasing incretin
levels is also important in the cleavage of various vasoactive peptides. Among the
investigated molecules, SDF-1a, the B meprin and HMGB1 seems to be the ones with the

most potential to be drug targets in the future.
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Several pre-clinical studies have been conducted to evaluate the effect of DPP-4 inhibitors
on diabetic nephropathy by assessing the impact of therapy in the markers of renal disease.
However, the results of these studies should be interpreted with caution since, in some cases,
metabolic parameters such as blood sugar and blood pressure also improved. Clinical studies
are scarce and often were not planned to specifically understand what is the effect of DPP-4

inhibitors in the kidney.

For this reason, DPP-4 inhibitors as an alternative to providing renal protection in diabetic
patients, arises only as a possibility. Although the current evidence point to a renoprotector

potential, there is need for further studies.

Key words: diabetic nephropathy; DPP-4 inhibitors; renoprotection; incretins; oxidative

stress; microvascular complications; diabetes mellitus.
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< INTRODUCAO

A prevaléncia da diabetes mellitus tem vindo a aumentar a nivel mundial, sendo
considerada uma das epidemias do século XXI.! Dados da Federacdo Internacional de
Diabetes indicam que atualmente 387 milhdes de pessoas vivem com a doenca.! Em
Portugal, o Observatdrio Nacional da Diabetes admite uma prevaléncia de 13%, verificando-
se uma diferenca estatisticamente significativa entre o género masculino (15,6%) e feminino

(10,7%).2

A evolugdo da diabetes estd associada ao desenvolvimento de complicaches
vasculares que, para além de serem uma causa importante de morbilidade, sdo responsaveis

pela diminuicdo da esperanca de vida das pessoas com diabetes.? 3

As complicagdes
macrovasculares, como a doenca arterial coronaria, doenca arterial periférica e acidentes
vasculares, afetam vasos de maior calibre e estdo relacionadas com a aterosclerose.® As

principais complicagdes microvasculares séo a nefropatia diabética, a retinopatia diabética e a

neuropatia diabética e resultam do efeito lesivo da hiperglicémia nos capilares. **

A nefropatia diabética € a principal causa de doenca renal cronica em estadio terminal,
em Portugal.” Atualmente sabe-se que a disfuncdo dos varios tipos de células renais origina
faléncia renal progressiva e é induzida pela hiperglicémia crénica.® O desenvolvimento de
nefropatia diabética esta associado a um mau progndstico’ e a custos econémicos elevados
para os sistemas de satde.’ O tratamento baseia-se no controlo intensivo dos fatores de risco,
nomeadamente da glicémia e pressao arterial. Os farmacos de primeira linha utilizados sdo 0s
inibidores do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) que apesar de contribuirem
para um atraso na progressdo da doenga, ndo impedem o seu desenvolvimento.® Por este
motivo, torna-se importante procurar novas terapéuticas que permitam ndo sé minorar o dano

renal, como preveni-lo.
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Nos ultimos anos, as terapias baseadas em incretinas tém mostrado possuir efeitos
protetores em mdltiplos 6rgdos, que véo para além do controlo glicémico.®> * * *°  Os
inibidores da enzima Dipeptidyl Peptidase (DPP-4) aumentam a semivida das incretinas
Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) e Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide (GIP),
permitindo um controlo glicémico eficaz associado a uma boa tolerabilidade.'> ! A
evidéncia atual sugere que esta enzima também interage com outros peptideos que possuem
propriedades vasoativas e anti-inflamatérias.'® > ** Com esta descoberta, surgiu a hipotese da

utilizacdo destes farmacos diretamente no tratamento das complica¢Ges vasculares da

diabetes, independentemente do seu efeito no controlo glicémico.

Com a realizagdo deste artigo de revisao, pretende-se compreender em que medida é
que os inibidores da DPP-4 podem constituir também uma terapéutica para a nefropatia
diabética. Pretende-se ainda compreender o mecanismo fisiopatoldgico pelo qual estes
farmacos podem ter um efeito renoprotetor, tentando compreender quais sdo os efeitos
dependentes do aumento da concentracdo de GLP-1 e quais os efeitos dependentes da acdo de

outros peptideos.
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< MATERIAIS E METODOS

Na elaboracdo deste trabalho de revisdo, foram consultados artigos cientificos e artigos
cientificos de revisdo, obtidos atraves de pesquisa na base de dados PubMed. Os termos
utilizados foram “diabetic nephropathy”, “GLP-1”, “incretins”, ”DPP-4 inhibitors”,
“renoprotection”, em separado e em varias combinagdes. Limitou-se a pesquisa as referéncias

mais recentes que foram publicadas entre 2007 e 2014, em lingua inglesa.

Foram analisadas 93 referéncias, na sua grande maioria artigos cientificos que
descrevem os estudos mais relevantes no ambito da investigacdo da capacidade renoprotetora

dos farmacos inibidores da DPP-4.

Para a recolha de dados epidemioldgicos, consultou-se o Atlas da Federacdo
Internacional da Diabetes (atualizacdo de 2014) e o Relatério Anual do Observatério Nacional

da Diabetes de 2014.
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1. NEFROPATIA DIABETICA: ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS E
CLASSIFICACAO

O rim é um dos 6rgdos mais afetados pela hiperglicémia crénica tanto na diabetes mellitus
tipo 1 (DM1), como na diabetes mellitus tipo 2 (DM2).> ®> Apesar da patogénese destes dois
tipos de diabetes ser diferente, as lesdes induzidas a nivel renal sdo semelhantes.’* A
nefropatia diabética é caracterizada por modificacbes morfoldgicas e estruturais a nivel renal,
incluindo hipertrofia glomerular, espessamento da membrana basal glomerular e expansao da
matriz extracelular que é posteriormente substituida por tecido fibrético.”> No que diz
respeito a DM1, a historia natural da nefropatia diabética € bem conhecida, ja que, a
hiperglicémia é o Unico fator etioldgico que contribui para o seu desenvolvimento e
progressdo. Como o diagnostico da DM1 coincide geralmente com um evento agudo, é
possivel conhecer a evolucdo temporal da doenca e o0s seus varios estadios estdo bem
documentados. Por sua vez, o diagnostico da DM2 é precedido por um longo periodo durante
o0 qual um conjunto de alteracbes metabdlicas (obesidade, hiperinsulinémia, hipertensdo
arterial e dislipidémia) afetam a estrutura e funcdo renal, antes do desenvolvimento de
hiperglicémia.> * Assim, a etiopatogenia da nefropatia diabética na DM2 é multifatorial,
resultando da interacdo de fatores hemodinamicos e metabolicos com fatores genéticos e

ambientais.
1.1 Fisiopatologia

Numa fase em que a nefropatia ainda é assintomatica, ja estdo presentes alteracdes
importantes na estrutura e funcdo renal que levam a um aumento do fluxo plasmatico renal e a
um aumento da pressdo hidrostatica nos capilares glomerulares.> *® No momento do

diagnostico, cerca de 70% dos doentes com DM1 e 50% dos doentes com DM2 apresentam
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um aumento da taxa de filtracdo glomerular (TFG) de 25-50%.'° Este aumento da TFG é

proporcional aos valores de glicémia apresentados.

Para explicar o desenvolvimento de hiperfiltracdo glomerular existem duas teorias

principais: a teoria tubular e a teoria vascular.***’

De acordo com a teoria tubular, a elevacdo da TFG deve-se a0 aumento da absorcdo de
glucose e de sddio no tdbulo contornado proximal, o que resulta do aumento da atividade do
transportador sodio/hidrogénio 3 (NHE3) e do aumento da expressdo do co-transportador de
sodio-glicose tipo 2 (SGLT2) nos rins sujeitos a hiperglicémia. Consequentemente, o fluido
tubular apresenta uma concentracdo mais baixa de glicose e sodio que, ao ser detetada pelas
células da maécula densa, ativa 0 mecanismo de retro controlo tubuloglomerular. Este
mecanismo vai atuar diminuindo a resisténcia vascular da arteriola aferente, 0 que aumenta a

pressdo hidrostatica nos capilares glomerulares e a TFG. ** 1/

De acordo com a teoria vascular, na nefropatia diabética existe um defeito na regulacao da
funcdo vascular renal que leva a uma diminuicdo da resisténcia na arteriola aferente,
comparativamente a arteriola eferente. Esta desregulacdo resulta da hiperativacdo do sistema
nervoso simpatico a qual se junta a formacdo desequilibrada de fatores vasoativos locais,
culminado na ativacdo do SRAA e no aumento dos niveis de angiotensina Il. O aumento da
producdo de angiotensina Il tem sido apresentado como sendo um evento central no
desenvolvimento da nefropatia diabética, ja que, para além dos seus efeitos hemodinamicos é
responsavel pela hiperplasia e hipertrofia das células renais através do aumento da expressao

de vérias citocinas e fatores de crescimento pré-fibréticos. ** 1718

Atualmente, sabe-se que, para alem destes mecanismos classicos, a producdo de
moléculas como a endotelina-1 (ET-1), o oxido nitrico (NO) e os metabolitos derivados da

ciclo-oxigenase do acido araquiddnico estdo envolvidos no desenvolvimento de inflamagéo a
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nivel renal.**** Varios estudos tém clarificado o papel do aumento do stress oxidativo e de
citocinas inflamatdrias nos mecanismos implicados na patogenese das varias complicacdes
microvasculares da diabetes.* As caracteristicas inflamatérias da nefropatia diabética sdo
semelhantes as encontradas na aterosclerose, sendo no entanto menos pronunciadas do que as
que figuram em doencas inflamatdrias sistémicas, como a artrite reumatoide. Por esse motivo,

propds-se o termo microinflamacao para caracterizar este estado inflamatério de baixo grau.?®

A hiperglicémia origina um aumento da atividade de 4 vias metabdlicas: via do poliol, via
da proteina cinase C, via dos produtos finais de glicosilagdo avancada (AGE) e via das
hexosaminas.?* Na via do poliol, 0 excesso de glicose é reduzido a sorbitol pela aldolase
reductase, uma enzima dependente de NADPH. O sorbitol por sua vez é oxidado a frutose,
pela enzima sorbitol desidrogenase, que tem como cofator o NAD+. Em condig¢des normais, a
glicose ndo é canalizada para esta via, mas durante a hiperglicémia cerca de 30% da glicose
pode ser metabolizada, levando a uma deple¢do de NADPH e de glutationa e a um aumento

da razido NADH/NAD+, que contribui para um ambiente oxidativo. %

Os AGE sdo produzidos em condicdes fisioldgicas como o envelhecimento, mas 0s seus
niveis aumentam consideravelmente em resposta a hiperglicémia cronica, tanto no
compartimento intracelular, como no compartimento extracelular. Os AGE podem modelar
varias vias intracelulares, como a ativacdo da proteina cinase C e 0 aumento da expressao de
fatores de transcricdo, como o Nuclear Factor kB (NF-kB). Estas moléculas, por sua vez,
regulam a expressdo de citocinas e fatores de crescimento como o TGFp, que influencia a
producdo de varias moléculas da matriz extracelular. Os AGE formados no compartimento
extracelular sdo formados pela ligacdo irreversivel entre glucose e moléculas da matriz
extracelular, como colagénio tipo 1V, a laminina, a fibronectina ou os proteoglicanos. % Estas
proteinas modificadas tém menos suscetibilidade enzimatica a hidrélise pelas

metaloproteinases da matriz, acumulando-se no espago extracelular.” A glicosilacdo do
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sulfato de proteoglicano presente na barreira de filtracdo glomerular diminui a sua
eletronegatividade e estd na base do desenvolvimento da albumintria.’® As elevadas
concentracdes de AGE levam a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que atuam

como um amplificador das vérias vias de sinalizacéo celular induzidas pela hiperglicémia.?

Em geral, as vias induzidas pela hiperglicémia descritas anteriormente, levam ao aumento
da produg¢dao de TGFBI, uma das citocinas mais importantes na patogénese da nefropatia
diabética. *® A evidéncia atual aponta o TGFB1 como o principal responsavel pela indugdo da
transformacio epitélio-mesequimatosa®® (transformacdo das células tubulares em células

intersticiais) e perda de adeséo celular, que culmina em fibrose e perda de funcdo renal.*® *°

O TNF-a é uma citocina inflamatdria com varias acdes na resposta inflamatdria de varios
tecidos e efeitos pleiotropicos.’® Sabe-se que, o TNF-o altera a hemodinamica renal e
promove um aumento da permeabilidade do endotélio vascular'®, tendo sido demonstrada

uma correlagdo entre os niveis de TNF-a e a excrecdo de albumina no rato diabético.?®

Os niveis das moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1 também estdo aumentados na
nefropatia diabética. Varios estudos mostraram que os niveis de VCAM-1 se correlacionam
com a severidade da albumintria em doentes diabéticos hipertensos.®® Varios modelos
animais diabéticos, mostraram que ratos com deficiéncia de ICAM-1, sdo resistentes ao

desenvolvimento da nefropatia diabética.™

As principais células inflamatorias envolvidas na patogénese da nefropatia diabética séo,
os macréfagos e os linfécitos T.*® Os macréfagos M1 exacerbam o dano renal aumentando a
resposta inflamatoria pela produgdo de ROS, enquanto os macréfagos M2 promovem a
reparagdo vascular e endotelial * 3 Atualmente decorrem estudos onde se procura saber se as
estatinas sdo capazes de bloguear a acdo dos macréfagos M1, ao mesmo tempo que aumentam

a funcdo dos macréfagos M2.%°
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Assim, a patogenia da nefropatia diabética € muito complexa, resultando da interacdo de

fatores metabolicos, hemodinamicos e imunitérios. (Figura 1)

Hiperglicémia

Genética

Ativacao da via do poliol
AGE

Hipertensao
Glomerular Ativagdo Proteina cinase C

Stress Oxidativo

Angiotensina Il

ﬁ ﬂ Macroéfagos M1

Células Endoteliais
<:—‘ | Microinflamacao |

Células intersticiais

Aumento da matriz extracelular | ﬂ TGF B

Glomeruloesclerose

Fibrose Intersticial

Figura 1. Patogénese da Nefropatia Diabética. Adaptado da referéncia [23]

AGE-Produtos de glicagdo avancada; TGFB-Transforming growth factor 8

Apesar de muitas vezes ser dada mais importancia ao papel da lesdo glomerular na
fisiopatologia da nefropatia diabética, sabe-se, que a extensdo da lesdo no compartimento
tubulointersticial correlaciona-se melhor com o grau de disfuncdo renal. O componente
tubulointersticial representa aproximadamente 90% da massa parenquimatosa renal, o que
reforca a sua importancia. Os mecanismos responsaveis pela lesdo tubular sdo semelhantes

aos que afetam o glomérulo, incluindo a producéo de AGE, proteina cinase C, TGFB1 ¢ ROS.
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A lesdo tubulointersticial também ocorre de forma secundaria as alteracfes glomerulares,

como a proteinuria que é observada nos estadios tardios da nefropatia diabética.'®

1.2 Histologia

Ainda durante a fase assintomatica da nefropatia diabética ocorrem alteracbes
morfologicas no rim, incluindo espessamento da membrana basal glomerular e tubular e
expansdo do mesangio. A expansdo mesangial difusa pode estar associada a presenca de
nodulos de Kimmelstiel-Wilson, caracteristicos da nefropatia diabética. As alteracGes do
compartimento tubulointersticial incluem hipertrofia tubular, seguida por espessamento da
membrana basal e fibrose intersticial. As alterac6es vasculares observadas sdo 0 espessamento
e hialinizacdo das arteriolas aferentes e interlobulares e podem apresentar-se poucos anos

ap6s o diagnéstico de diabetes. ** 2

1.3 Classificacéo

A nefropatia diabética é classificada em 5 estadios pela presenca de albumindria e
diminuicdo da TFG. (Tabela 1)** * A albumin(ria esté associada a um declinio linear na
TFG, um aumento da mortalidade cardiovascular e progressdo para doenca renal terminal *
Contudo, a histéria natural da albuminuria pode ser altamente varidvel, com a regressdo
espontanea para normoalbumindria a ocorrer em até 40% dos doentes com DM1 e em 31%
dos doentes com DM2.2 Também pode existir nefropatia diabética avancada na auséncia de
excrecdo urinaria de albumina significativa.*® A taxa de declinio da TFG também é altamente

variavel e em grande parte influenciada pelo controle da glicémia e pressdo arterial.*’
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Excrecédo de ~
Pressao

Classificagdo  Caracteristicas TFG albumina arterial Apresentacéo
urinaria
l.Hlperflltra_(;ao Hiperfiltraio >90 Ligeiramente  Normal no tipo P_reser]te_no
e hipertrofia aumentada 2 diagnéstico
Espessamento da
membrana basal
2.Estadio glomerular e . Normal no tipo  0-5 anos apés o
silencioso expans&o do 60-89 <30 mgfdia 2 diagnéstico
mesangio
Normoalbuminuria
; 30-300 mg/dia ; _ <
.3 .E_st_adlo Microalbuminuria 30-59 Mol ieillps @ 1.5 anos apos
incipiente 2 diagndstico
4.Nefropatia 15-25 anos
e Macroalbuminuria 15-29 >380 mg/dia Hipertenséo apos
diabética LT
diagnostico
Doenga renal em 25-30 anos
5.Urémico NG . <15 A diminuir Hipertenséo apds
estadio terminal diaanésti
iagnostico

Tabela 1 Classificacdo da nefropatia diabética. Adaptado de [33, 34]

2. TRATAMENTO ACTUAL E NOVAS PERSPECTIVAS

O tratamento atual da nefropatia diabética que se baseia no controlo da glicémia e presséo
arterial assim como na farmacoterapia com farmacos inibidores do SRAA , desacelera a
progressdo da lesdo renal, mas ndo impede que a maioria dos doentes desenvolva doenca renal
cronica. As recomendacdes atuais aconselham um valor de hemoglobina glicada (HbAlc ou
A1C) alvo de aproximadamente 7%, para prevenir ou atrasar a progressdo das complicacoes
microvasculares da diabetes.® No entanto, o controlo glicémico rigoroso ndo se tem revelado
uma estratégia eficaz, ja que é dificil de atingir devido a falta de adesdo a terapéutica e ao
facto de ndo poder ser aplicado a todos os doentes, ja que envolve um risco consideravel de
hipoglicémia.® Por outro lado, o controlo glicémico rigoroso, quando iniciado numa fase
tardia, pode néo ser suficiente para prevenir a progressao da doenca renal, devido a presenca

de um fenémeno designado por “memoria metabolica”’* O Diabetes Control and
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Complications Trial (DCCT) revelou que a reducdo do risco de desenvolvimento de
nefropatia e retinopatia em doentes com DM1 sujeitos a um controlo intensivo da glicémia,
persistiu durante varios anos apos o DCCT, apesar de ter sido registado um aumento dos
valores de glicémia.®® A presenca de meméria metabdlica também é responsavel pelo
aparecimento de lesbes vasculares, mesmo ap0s se ter atingido um controlo glicémico
satisfatorio.®® A evidéncia atual sugere que os AGE, sejam as moléculas responséaveis pela

existéncia deste fendmeno. *°

De forma a contornar as limitacdes da terapéutica atual, assiste-se a um crescente interesse
em procurar alternativas terapéuticas assentes nos mecanismos de toxicidade da glucose,

nomeadamente na ativacdo de vias inflamatdrias.

Um estudo reportou que o tratamento com micofenolato de mofetil, um agente
imunossupressor, ndo teve nenhum efeito na pressdo sanguinea, na hemodinamica glomerular
ou nos niveis de glucose plasmatica, mas preveniu o desenvolvimento de albumindria,
infiltracdo glomerular por macréfagos e glomeruloesclerose em ratos com diabetes induzida

por estreptozotocina.**

Uma outra investigacdo, demonstrou que terapéutica com pentoxifilina, um vasodilatador
periférico utilizado no tratamento da claudicacdo intermitente e que € muitas vezes
administrado a doentes diabéticos, diminui a albumindria e tem efeitos benéficos na TFG. **
2 Estudos subsequentes utilizando células mesangiais em cultura, demostraram que a
pentoxifilina diminui a produgio de fibronectina e TGFB.** Estudos in vivo, constataram que
as alteracBes na histologia renal induzidas pela hiperglicémia podem ser reduzidas com a
administracéo deste farmaco.?* No futuro, a utilizagdo da combinacéo de um farmaco inibidor

do SRRA com pentoxifilina, podera ser utilizado com o objetivo de diminuir a albuminuria

em doentes com nefropatia diabética®?
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Uma das classes de farmacos que tem suscitado maior curiosidade quanto a possibilidade
de induzir renoprotecdo na nefropatia diabética, sdo os farmacos que se baseiam no aumento
das hormonas incretinas: os analogos do GLP-1 e os inibidores da DPP IV. Os analogos GLP-
1, como a exenatida e o liraglutido consistem em agonistas do recetor GLP-1 resistentes a
atividade da enzima DPP-4.* Varios estudos demonstraram que a administragdo de exanatida
diminui a excrecdo urinaria de albumina, a TFG, a hipertrofia glomerular e a expansao de
matriz mesangial em ratos com DM1, mesmo sem alterar os valores de presséo arterial ou do
peso.*® * O liraglutido demonstrou proteger contra o stress oxidativo e albumindria em ratos

com diabetes induzida por estreptozotocina. %’

Os inibidores da DPP-4 também tém demonstrado ter um possivel efeito anti-inflamatério
direto prevenindo a progressdo da nefropatia diabética, independentemente do controlo da
glicémia. Estes farmacos tém efeitos pleiotrépicos, pois além de clivarem a enzima DPP-4,
sdo responsaveis pela inibicdo da ativacdo de muitos outros peptideos, alguns deles com
propriedades inflamatdrias. ' ' ** Embora tendo sido menos investigados relativamente ao
seu papel renoprotetor do que os analogos GLP1-1, esta classe de farmacos fornece uma
interessante alternativa para a nefropatia diabética, ja que, os seus efeitos podem ser

independentes dos niveis de GLP-1.

3. AS INCRETINAS

As incretinas sdo hormonas produzidas pelas células enteroenddcrinas intestinais apos
a ingestdo de glicose e estimulam a secrecdo de insulina pelas células  pancreaticas, sendo
responsaveis por 70% da secrecdo de insulina pés-prandial.®®  Verificou-se que a
administracdo oral de glucose provoca um aumento de 50 a 70% dos niveis de insulina,

comparativamente a administracdo intravenosa, apesar de resultar em concentragdes
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plasmaticas finais de glicose semelhantes. Este diferencial de resposta, pensa-se que seja

causado pela ago das incretinas e é designado por “efeito incretina”.*®

A descoberta das incretinas remonta a 1904 quando Moore demonstrou que a
administracdo de extratos de intestino reduziam a glicosdria em doentes diabéticos,
presumivelmente através da estimulacdo do pancreas endécrino. Em 1929, La Barre purificou

o elemento hipoglicemiante presente em extratos do intestino, designando-o incretina.?

A primeira hormona incretina foi inicialmente designada Gastric Inhibitory Polypetide
(GIP), pois inibia a secre¢do de acido em cées. Mais tarde, o nome deste peptideo foi alterado
para Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide, ja que, aumentava a secre¢do de insulina.
A clonagem e sequenciacdo do gene que codifica o proglucagon em mamiferos, resultou na

descoberta de uma segunda hormona incretina, o Glucagon-Like Peptide (GLP-1). %
3.1GLP-1

O GLP-1 é um peptideo sintetizado principalmente pelas células enteroenddcrinas L
presentes no jejuno, fleo e célon. * 3 *° A producio de GLP-1 aumenta rapidamente em
resposta & presenca de glicose e de outros nutrientes no limen intestinal.*® “° No entanto,
outras hormonas e sinais nervosos parecem ter efeito no controlo da producdo de GLP-1, ja
que logo ap6s a degluticdo, mas antes da passagem dos nutrientes digeridos pelo intestino
delgado, ha libertacdo de GLP-1 pelas células L. O GLP-1 também reduz a glucose
plasmatica através da inibicdo da secrecdo de glucagon pelas células alfa pancreaticas. Como
a supressdo de glucagon pelo GLP1 é dependente da glucose plasmatica, a medida que 0s
niveis de glicose retornam aos valores normais, 0 GLP-1 deixa de exercer um efeito inibitorio

sob as células alfa, prevenindo o desenvolvimento posterior de hipoglicémia.*®
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O GLP-1 inicialmente € sintetizado como um polipeptideo inativo de 37 aminoacidos,
o proglucagon ou GLP-1 (1.37. *® *° O processamento pela prohormona convertase 1/3 (PC

1/3), torna-o num peptideo ativo GLP-1 (7.36) € ou GLP-1 (7.37) .*°
3.2 GIP

E um peptideo constituido por 42 aminoécidos sintetizado e produzido pelas células

enteroendécrinas K localizadas, principalmente no duodeno e no jejuno proximal. **%4°

A semelhanca do GLP-1, o GIP é produzido sob a forma de uma prohormona que é
processada pela prohormona convertase 2 numa proteina de 30 aminoacidos (GIP1.3).*
Sabe-se que 0 GIP (1.30) aumenta a secrecéo de insulina e inibe a secre¢édo de glucagon de

forma semelhante a0 GLP-1.*°

No entanto, o GIP tem a particularidade de estimular a
secrecéo de glucagon durante a hipoglicémia.>® Esta caracteristica pode ser uma das razdes
pela qual, o tratamento com inibidores DPP-4, apresenta um baixo risco de desenvolvimento

de hipoglicémia.”
3.3 DPP-4

O GLP-1 ¢ inativo pela enzima DPP-4 produzindo GLP-1 (g.3¢) € ou GLP-1 (937 “® A
semivida do GLP-1 é de cerca de 2 a 3 minutos, sendo rapidamente processado pela DPP-4,
razdo pela qual, o GLP-1 plasmético se encontra principalmente na forma inativa.*® *° °
Sabe-se que a DPP-4 também é capaz de clivar outros peptideos que possuam um residuo de
prolina ou alanina na pendltima posicdo da extremidade N-terminal e que por esse motivo €
capaz de exercer efeitos independentes de GLP-1.>* A enzima existe em duas formas, soldvel
e ligada @ membrana celular, ambas com atividade proteolitica.” ** ** Pensa-se que a forma
em circulacdo resulte da libertagdo das formas de membrana e que seja responsavel pelos

efeitos hipoglicémicos dos inibidores de DPP IV usados na clinica. Em contraste, a forma

ligada a membrana, expressa na superficie de muitos tipos de celulas, incluindo células
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tubulares renais, células endoteliais, células T, mucosa intestinal e hepatdcitos, € a

responsével pelo efeito pleiotropico da DPP-4. 3 2
3.4 Recetor GLP-1

O recetor GLP-1 (GLP1-R) humano pertence a familia dos recetores acoplados a
proteina G e é sintetizado nos ilhéus pancreaticos, no rim, no pulméo, no coragdo, no sistema

nervoso central, no endotélio vascular, figado, musculo e tecido adiposo. % 4% 48:49.52

Nas células B pancreaticas, a ligacdo do GLP-1 ao seu recetor aumenta a concentragdo
de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) intracelular que, em seguida, ativa a proteina
cinase A (PKA), estimulando a secrecdo de insulina.®> O mecanismo responsavel pelo facto
de as incretinas s6 aumentarem a secrecdo de insulina quando se atingem niveis elevados de

glicose plasmatica, é desconhecido. “® °2

4. PAPEL DAS INCRETINAS NA DIABETES MELLITUS

O “efeito incretina” esta reduzido em doentes com DM2, ja que hd uma diminuicdo
em cerca de 50% da resposta das incretinas ao aumento da glicose plasmatica, em comparagéo
com individuos saudéveis.** *® As concentragdes plasmaticas de GLP-1 e GIP biologicamente
ativos foram medidas ap6s uma refeicdo, em 12 doentes com DM2 (indice de massa corporal
de 31 Kg / m? e de HbAlc de 9,2%) e 12 individuos saudaveis e demonstrou-se que a
secrecdo de GLP-1 estava reduzida em doentes com DM2. Este facto, sugeriu que pudesse
haver um defeito na secrecdo de GLP-1 ou GIP ou um defeito na ativacdo de vias de
sinalizacdo destas hormonas, nos doentes com DM2.>* Para investigar se a reducdo das
incretinas observada foi um evento primario ou secundario na patogénese da DM2, 8 doentes

com pancreatite cronica e diabetes secundaria, 8 doentes com pancreatite cronica e tolerancia
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normal a glicose, 8 doentes com DM2 e 8 individuos saudaveis foram estudados. O “efeito
incretina” era significativamente menor em doentes com pancreatite cronica e diabetes
secundaria, do que em doentes com pancreatite cronica e tolerancia normal a glicose. Desse
facto concluiu-se que, a diminuigéo da resposta das incretinas ndo foi um evento principal no

desenvolvimento do DM2, mas foi uma consequéncia do estado diabético.*®

A expressdo de DPP-4 estd aumentada e os niveis de atividade da enzima s&o
superiores em ratos com DM1 induzida por estreptozotocina e alimentados com dieta rica em
gordura.® Em humanos com DM2 foi demonstrado que o aumento da atividade da DPP-4

correlacionava-se com os niveis de HbA1c.%®

5. EIXO ENTERO-RENAL

A regulacdo da funcdo renal pelo trato gastrointestinal apds uma refeicdo é um
mecanismo de homeostasia essencial. A infusdo de GLP-1 aumenta a diurese e a excrecdo de
sodio tanto em individuos saudaveis, como em individuos obesos resistentes & insulina.”* O
papel das incretinas na diurese também foi sugerido quando se verificou que a ingestdo de
sodio provoca uma diurese mais marcada do que a administracdo parental e este efeito parece
ser independente de alteragBes nas concentraces de aldosterona e de peptideo natriurético

auricular (ANP), 33357

O mecanismo pelo qual o GLP-1 promove a excrecdo de sodio parece envolver o

transportador NHE-3, presente no ttbulo contornado proximal.*?

Foi demonstrado que GLP-
1R estd presente no rim em estreita ligagio com NHE-3. O NHE-3 também interage
fisicamente com a enzima DPP-4 presente na bordadura em escova do epitélio do tubulo

proximal, o que pode refletir na relagédo funcional.®® Sabe-se que a diminuicdo da atividade

Inibidores da DPP-4: Uma esperanca na nefropatia diabética? < 24



do transportador NHE-3 aumenta a excrecdo de sodio e diminui a excrecdo de ides de
hidrogénio.*® O facto de a administragdo de GLP-1 em humanos tornar o pH da urina alcalino,

corrobora a hipétese da presenca de uma interacdo com este transportador.*®

O anélogo do GLP-1, a exenatide e numa menor extensdo os inibidores de DPP-4,
também diminuem acentuadamente a reabsorcdo de sodio pelo tabulo contornado proximal,

em ratos.*®

A evidéncia atual sugere que a acdo das incretinas no rim pode estar diminuida na
nefropatia diabética. Nesta patologia, ha um aumento da expressdo de DPP-4 e uma
diminuicao da concentragdo de GLP-1 e de GLP-1 R no rim. **** O aumento da expresséo da
enzima DPP-4 foi observado em culturas de células epiteliais glomerulares sujeitas a

inflamag&o, como é frequentemente observado na patogenia da nefropatia diabética™.

Para além da incretinas, outras hormonas intestinais como a guanilina, uroguanilina,
secretina, péptido intestinal vasoativo, ghrelina, gastrina e colecistoquinina parecem estar

implicados na regulacéo da fungio renal.***’
5.1 Recetor GLP-1

O GLP-1R esta presente no endotélio renal, mas o mecanismo exato pelo qual
influencia a resisténcia pré-glomerular e pés-glomerular ainda é desconhecido*® 1523950 g
fluxo plasmatico renal, estimado pela depuracdo de acido p-amino-hiparico, aumentou
aproximadamente 28% em ratos anestesiados infundido com GLP-1. Para explicar este efeito
do GLP-1 no fluxo sanguineo renal, parece seguro assumir que esta incretina é responsavel
pela diminuicdo da resisténcia pré-glomerular e aumento da TFG.* No entanto, a diminuic&o

da TFG em resposta a administracdo de GLP-1 ou analogos GLP-1 que se verifica em muitos

estudos, parece dever-se ao facto de a inibicdo da absorcdo proximal de sodio e inibi¢do do
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retrocontrolo tubuloglomerular ter uma maior influéncia na hemodinamica renal, do que a

vasodilatagdo induzida pelo GLP-1R. °">°
5.2 GLP-1 e SRAA

A angiotensina I, a principal hormona do SRAA aumenta a atividade do transportador
NHE3. *° Este efeito da angiotensina Il é oposto ao do GLP-1 e alguns autores sugerem que
esta ndo é uma coincidéncia: estudos em ratos mostraram que a estimulacdo do GLP-1R
melhora a hipertenséo induzida por angiotensina I1.°* Em humanos saudaveis infundidos com
GLP-1, também se observou uma rapida diminuicdo da concentracdo plasmatica de
angiotensina 1l. Estes resultados suportam a tese de que o GLP-1R afeta principalmente a

fisiologia renal, através da inibic&o da atividade SRAA.*
5.3 DPP-4

A enzima DPP-4 é expressa na bordadura em escova das células do tabulo contornado
proximal, assim como nas células endoteliais da arteriola aferente e células mesangiais. > A
DPP-4 localizada no tbulo contornado proximal, parece ter um papel importante na clivagem
de proteinas presentes no filtrado glomerular.*> ** °* O aumento da concentracdo de DPP-4,
nos glomérulos renais ou na urina, é considerado um marcador de doenca glomerular,
sugerindo um papel da enzima na inflamacéo e doenca glomerular. ** ** A deficiéncia de
DPP-4 em ratos com DML induzida por estreptozotocina, tornou-os mais resistentes ao
desenvolvimento de DM1, mas predispds 0s animais para o0 desenvolvimento de
hiperglicémia e nefropatia diabética.®> Num estudo com individuos com DM 2, a enzima
DPP-4 foi encontrada ligada a microvesiculas eliminadas na urina e estava correlacionada
com o grau de albumindria, sugerindo que a concentragdo de DPP-4 na urina pode servir

como biomarcador desta populagéo.®®
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6. INIBIDORES DA DPP-4

A principal acéo dos inibidores da enzima DPP-4 é aumentar os niveis das incretinas
endégenas.’® O aumento do GLP-1 plasmético estimula a secrecdo de insulina e inibe a
secrecdo de glucagon pelas células pancreéticas, o que provoca um aumento da utilizagdo de
glicose pelos tecidos e uma diminuicéo da producdo hepatica de glicose. Como sera discutido
mais a frente neste trabalho, hoje sabe-se que o GLP-1 tem um efeito pleiotropico e o seu

espetro de ago vai para além do tecido pancreatico. ** *°

Em geral, os inibidores da DPP-4 sdo bem tolerados, ndo alteram o peso corporal e
tém um risco baixo de desenvolvimento de hipoglicémia.’® Estes farmacos tém a vantagem de

estarem disponiveis para administracdo por via oral, em contraste com os analogos GLP-1.%*

A sitagliptina foi o primeiro inibidor da DPP-4 a ser comercializado, sendo seguida
pela vildagliptina que surgiu em 2008.* Tanto a vildagliptina como a sitagliptina, aumentam
0s niveis de GLP-1 ndo s apds as refeicdes, como também ao longo de todo o dia, inclusive
nos periodos de jejum.” *° Os dois farmacos estdo disponiveis na forma de comprimidos e s&o
responsaveis pela inibicdo de 70-90 % da atividade da DPP- 4, durante 24 horas, razdo pela
qual sdo administrados em dose Unica diaria."® *® A vidalgliptina é o Gnico inibidor DPP-4
que necessita de ser administrado duas vezes por dia. O objetivo desta medida € impedir o
aumento das enzimas transaminases hepaticas, observado com a toma de uma dose Unica de

100 mg do farmaco. 048

Os outros inibidores da DPP-4 em uso clinico, sdo a saxagliptina, a alogliptina e a
linagliptina. Os varios farmacos diferem entre si essencialmente pelo seu perfil
farmacocinético e modo de excrecdo. (Tabela 2) A sitagliptina e a alogliptina inibem a DPP-4
através de competicdo enzimatica, enquanto a saxagliptina e a vildagliptina sdo bloqueadores

enzimaticos. A linagliptina é predominantemente eliminada por via hepatica, enquanto a
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saxagliptina é predominantemente eliminada por via renal. Este aspeto é importante, ja que a
capacidade dos inibidores da DPP-4 induzirem renoprotecdo pode diferir, de acordo com a via
de eliminacdo. ** 3 A linagliptina é o Gnico formaco que ndo necessita de ajuste em doentes

com insuficiéncia renal, independentemente do estadio em que se encontrem.®

Caracteristicas Alogliptina  Linagliptina Saxagliptina Sitagliptina Vildagliptina

Dose terapéutica 25 5 5 100 2x50
(mg/dia)
Administracéo 1x/dia 1x/dia 1x/dia 1x/dia 2x/dia
Principal via de Renal Hepético Renal Renal Renal
excrecio
Reducéo da dose Sim Né&o Sim Sim Sim
em IR
CYP3A4 N&o N&o Sim Nao Né&o

Tabela 2.Inibidores DPP-4. Adaptado [33]

Apesar de a sitagliptina e a vildagliptina exibirem propriedades antidiabéticas
significativas em monoterapia, estes farmacos foram mais eficazes na reducdo do nivel de
glicemia, quando usados em combinacdo com outros agentes antidiabéticos tais como a
metformina , sulfonilureias e as tiazolidinedionas. Os inibidores de DPP- 4 também podem

ser utilizados associados a terapia com insulina. %

7. EFEITOS PLEIOTROPICOS DOS INIBIDORES DA DPP-4
Varios estudos tém provado que as hormonas incretinas exercem efeitos em varios
tecidos, para além do pancreas. Com base neste conhecimento, foram realizados estudos para
tentar encontrar novos alvos terapéuticos dos inibidores da DPP-4, principalmente no que diz
respeito as varias complicacfes da diabetes. Estes efeitos sdo em grande parte mediados pelo
aumento da concentracdo de GLP-1, mas cada vez mais novos estudos apontam novos efeitos
independentes do efeito na concentracdo de peptideos, mas resultantes da interagcdo com

outros peptideos vasoativos.
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7.1 Efeitos dependentes das incretinas

7.1.1 Pancreas
Tanto o GLP-1 como o GIP tém um efeito proliferativo e anti-apoptotico nas células 3
pancreéticas. *® Em ratos submetidos a uma dieta rica em lipidos, o tratamento crénico com

vildagliptina preveniu a inflamacéo pancreética.®®

7.1.2 Sistema Cardiovascular

O GLP-1 inibiu de forma significativa a infiltracdo da parede endotelial por macréfagos e
preveniu o desenvolvimento de aterosclerose em ratos.> * A sitagliptina mostrou inibir a
producdo de citocinas inflamatérias como o TNF-a, IL-6 e IL-1p, assim como as moléculas
de adesdo VCAM-1 e ICAM-1, aumentando ainda a producéo de oxido nitrico endotelial. !
Demonstrou-se também que a infusdo de GLP-1 melhora a funcdo endotelial em doentes com
DM2. Adicionalmente, o GLP-1 melhorou a funcdo do miocardio, em doentes com enfarte
agudo do miocardio e disfuncdo do ventriculo esquerdo. Também foi descrito que a infusdo
de GLP-1 em doentes com doenca coronaria, impede o desenvolvimento de disfuncdo do
ventriculo esquerdo secundaria a isquemia induzida por dobutamina. Outro estudo
demonstrou que a administracdo de GLP-1 diminuiu a area de enfarte num modelo de

isquemia, através da prevencdo da degradacéo da SDF-1q. %%

7.1.3 Pressao arterial

A hipertensdo tem um papel critico no desenvolvimento das complicacdes vasculares da
DM2. A infusdo de GLP-1 reduziu a incidéncia de hipertensao arterial e preveniu a hipertrofia
cardiaca e a fibrose em ratos Dahl sensiveis a sal. Neste modelo de hipertensdo, 0 GLP-1

também reduziu a excrecdo urinaria de albumina e aumentou a excrecéo urinaria de sédio.*
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A sitagliptina atenuou a elevacdo da pressdo sanguinea, em ratos espontaneamente

hipertensos.®

7.1.4 Figado

A DM2 esté intimamente associada ao aparecimento de Non alcoholic fatty liver disease
(NAFLD). Aproximadamente 10 a 25% dos individuos com NAFLD progride para non
alcoholic steatohepatitis (NASH), uma doenca silenciosa, que pode culminar no
desenvolvimento de cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular.® O tratamento com
sitagliptina durante 4 meses, melhorou as provas analiticas hepaticas de individuos diabéticos
com NAFLD.% Em diabéticos com NASH, o tratamento com sitagliptina melhorou as provas

analiticas hepaticas e a vacuolizacéo dos hepatdcitos na biépsia.*®

7.1.5 Sistema Nervoso Central
Demonstrou-se que recetores para GIP e GLP-1 sdo expressos no hipocampo, que é a
regido do cérebro mais intimamente envolvida na formacdo da memaria. Ratinhos com défice
de recetor GIP tém dificuldades de aprendizagem, defeitos na plasticidade sinéptica e na
neurogénese do hipocampo. * O GLP-1 tem a capacidade de reduzir os niveis de proteina
amiléide no cérebro in vivo™, para além de reduzir os niveis de proteina percursora amildide
em neurénios cultivados.® Por sua vez, a linagliptina mostrou reduzir o dano cerebral

secundario a isquemia em ratos diabéticos. "

7.1.6 Osso
Tem sido relatado que os doentes diabéticos tém um maior risco de desenvolvimento de
fraturas o0sseas. O GIP promove a formacéo d0ssea, enquanto que o GLP-1 inibe a reabsor¢édo
Ossea. Assim, tanto o GIP como o GLP-1 podem desempenhar um papel importante na
reducéo do risco de fratura 6ssea em doentes diabéticos.® O recetor GIP demonstrou estar

presente em osteoclastos’> e a sua administracdo in vitro suprimiu a apoptose de
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osteoblastos.”® O GLP-1 ndo mostrou ter qualquer efeito direto sobre células do metabolismo
0sseo, embora parega ativar uma via relacionada com a calcitonina, a qual, por sua vez,
desempenha um importante papel na formacdo 6ssea. * *° A sitagliptina melhorou
significativamente a densidade mineral Gssea trabecular e a arquitetura volumétrica vertebral
em ratos.” Numa meta-anélise de 28 ensaios clinicos, foi observada uma reducéo do risco de
fraturas 6sseas em doentes tratados com inibidor de DPP-4, durante pelo menos 8 semanas.”
Embora estas linhas de evidéncia, sugiram que as incretinas tenham um papel no metabolismo

0sseo em seres humanos, os seus efeitos ainda sdo em grande parte desconhecidos.

7.2 Efeitos independentes das incretinas

Como foi referido anteriormente, a enzima DPP-4 cliva outras moléculas para além
das incretinas, entre as quais 0 peptideo natriurético cerebral (BNP), o peptideo natriurético
auricular (ANP), a substancia P, o neuropeptideo Y (NPY), o peptideo YY, o fator derivado
de células do estroma 1o (SDF-1a), a meprina B e a proteina do grupo de alta mobilidade B1
(HMGB1). 1 2 3 Muitos destes peptideos sdo vasoativos, pelo que varios estudos tém
procurado demonstrar a sua importancia fisiolégica. Por exemplo, pensa-se que os efeitos
adversos dos inibidores de DPP-4, como rinite e inflamacéo dos seios nasais, ocorram devido
a inflamacdo neurogénica provocada pelo aumento da substdncia P, que deixa de ser

degradada na mucosa nasal.*®

Recentemente tem existido um grande interesse na identificagcdo de outros substratos
endogenos da DPP-4 e no estabelecimento da sua relevancia fisioldgica in vivo. No rim, as
funcdes proteoliticas da DPP-4 também tém sido descritas em estudos in vivo, revelando a sua

importancia na degradacéo de cerca de dez peptideos. >
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8. PROTECCAO RENAL NA NEFROPATIA DIABETICA

Os efeitos dos analogos do GLP1 e dos inibidores DPP-4 na doenca renal tém sido
estudados em modelos de nefropatia diabética, tendo sido demonstrado um possivel papel
protetor, pela reducdo da proteinuria e da fibrose renal através da diminuicdo do stress

oxidativo e da inflamacéo envolvidas na patogénese da nefropatia diabética. *% 32>

Uma fragdo da acdo renal dos inibidores da DPP-4 deve-se ao aumento da
concentracédo das incretinas, que por sua vez se ligam aos recetores GLP-1 presentes no rim.
Por esse motivo, muitos dos efeitos renais dos inibidores DPP-4 s&o semelhantes, embora
menos intensos que os efeitos dos andlogos GLP-1. *® Contudo, sabe-se os inibidores DPP-4
tém acdes independentes do aumento da concentragdo plasmética de GLP-1. Este efeito
adicional dos inibidores DPP-4 foi comprovado num estudo que demonstrou que a alogliptina
aumentou a excre¢do de sddio em ratinhos desprovidos de recetor para GLP-1, enquanto a
exenatida ndo produziu esse efeito.”® Pensa-se que acdo da DPP-4 independente de GLP-1
ocorra através do contacto da enzima com varios peptideos presentes no filtrado glomerular, a
nivel do tabulo contornado.’® Até & data, nenhum estudo examinou os efeitos relativos dos
diferentes substratos clivados pela DPP-4 no rim, in vivo, mas estudos pré-clinicos

demonstram efeitos renais dos varios peptideos acima mencionados.
8.1 Efeitos dependentes de GLP-1

A semelhanga dos analogos GLP-1, os inibidores DPP-4 aumentam a concentracio de
sodio no filtrado que chega a macula densa, restaurando o retrocontrolo tubuloglomerular que
estd disfuncional na nefropatia diabética e consequentemente diminuindo a pressédo

hidrostatica no capilar glomerular.*®
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8.2 Efeitos independentes de GLP-1

Em diversos estudos, peptideos que sdo substratos da DPP-4 aumentaram excre¢do de
sodio, diminuiram a atividade SRAA, demonstraram ter efeitos anti-inflamatérios e reduziram
a atividade do sistema nervoso simpatico.’* *¥ ¢ Qs substratos da DPP-4 que se pensa que
tenham um papel mais importante na nefropatia diabética sdo HMGB1, Meprina B,
neuropeptideo Y (NPY), peptideo YY (PYY) e SDF 1 alfa.®* No entanto, a sua fungéo exata e
a sua importancia relativa nos efeitos renoprotetores dos inibidores DPP-4, ainda ndo foram

testados.
8.2.1 SDF 1la

SDF-1a ¢ uma quimiocina que estd aumentada no tecido isquémico e que tem um
papel importante na atracdo de células estaminais, permitindo a reparacdo de tecidos.®” Um
estudo em rato, demonstrou que o SDF-1a parece estar envolvido na protecéo do tecido renal
sujeito a lesdo isquémica.”” No entanto, ainda esta por apurar se 0 SDF-lo também pode

influenciar favoravelmente o rim humano.

8.2.2 HMGB1

O HMGB1 ¢é um peptideo libertado quando existe lesdo celular. A presenca de
HMGBL1 extracelular aumenta na inflamacgdo e tem sido descrito que esta proteina tem um
papel patogénico no desenvolvimento da nefropatia diabética.> Em ratos com diabetes
induzida por esteptozotocina, foi demonstrado que a HMGB1 aumenta a producdo de
citocinas pré-inflamatérias, contribuindo para a lesdo renal. ** Adicionalmente, 0 HMGB1 é
um ligante do RAGE (Recetor dos produtos finais de glicacdo avancada), que é fundamental
para o desenvolvimento da nefropatia diabética. Foi colocada a hipdtese de que durante a
lesdo renal o HMGBL1 ¢ libertado pelas células do tabulo contornado proximal, sendo

acessivel a modificacdo pela DPP-4 presente na membrana celular destas células. **

Inibidores da DPP-4: Uma esperanca na nefropatia diabética? ¢ 33



8.2.3 Meprina

O papel dos inibidores da DPP IV na atividade da meprina  na nefropatia diabética
ndo e conhecido e ndo foi investigado anteriormente. As meprinas sdao metaloendopeptidases
capazes de degradar a matriz extracelular que estdo localizados na bordadura em escova das
células do tubulo contornado proximal. O polimorfismo de gene da meprina 3 foi associado a
um aumento da suscetibilidade para o desenvolvimento de nefropatia em indios Pima (um
grupo com uma alta incidéncia de DM2 e um ritmo acelerado progressdo da nefropatia).>
Varios estudos demonstraram que a inibicdo da meprina B, tanto por a nivel genético, como a
nivel proteico, confere renoprotecdo. Por exemplo, ratinhos selvagens eram marcadamente
mais suscetiveis a insuficiéncia renal apos isquemia/reperfusdo, quando comparados com
ratinhos desprovidos do gene da meprina B. Adicionalmente, os ratinhos selvagens
apresentavam niveis mais elevados de TNF-o ¢ TGF B.”® Este resultado foi corroborado por
um estudo utilizando actinonina (um inibidor da meprina), que demonstrou que a inibicéo da
meprina era protetora em modelos de lesdo isquémica renal in vitro e in vivo.”” Baseado na
evidéncia acima apresentada, a meprina pode ser um alvo terapéutico atil dos inibidores DPP-

4.
8.2.4 NPY e PYY

O NPY e 0 PYY pertencem a uma familia de polipeptideos pancreéaticos envolvidos no
controlo neuroenddcrino de processos associados ao apetite.* O peptideo YY é libertado em
resposta a estimulos nervosos e hormonais e tem propriedades vasoconstritoras.’* O NPY
quando administrado de forma exdgena exerce uma atividade vasomotora e estimula a
angiogénese e a romodelacdo vascular.?® Estudos indicam que estes dois peptideos, sdo
mediadores importantes de uma variedade de func¢Ges no rim, incluindo aumento da excrecéo

de sodio.
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9. INIBIDORES DPP-4 E NEFROPATIA DIABETICA: ESTUDOS
PRE-CLINICOS E CLINICOS

Vaérios estudos pré-clinicos sugerem que os inibidores DPP-4 podem ter um efeito
nefroprotetor, porém ainda estdo disponiveis poucos estudos clinicos que avaliem a acéo

destes farmacos na nefropatia , em individuos com DM2. (Tabela 3)
9.1 Sitagliptina

Vaérios estudos investigaram os efeitos da administracao de sitagliptina em modelos
de ratos com DM2 e nefropatia diabética. Uma das investiga¢des tinha como objetivo
compreender qual é o papel da DPP-4 no desenvolvimento de Diabetes Mellitus, dislipidémia
e disfuncéo renal induzida por estreptozotocina (STZ). Ratos DuCrICrlj, que sdo desprovidos
de atividade da DPP-4, foram comparados com ratos selvagens 42 dias ap6s a inducdo de
diabetes, por STZ. Os ratos com défice de atividade da DPP-4 foram resistentes ao
desenvolvimento de diabetes, mas foram mais suscetiveis ao aparecimento de dislipidémia e
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular.®? Um estudo realizado por investigadores da
Faculdade de Medicina da Universidade Coimbra, utilizando o modelo animal de DM2
Zucker, demostrou que o tratamento cronico com sitagliptina, em baixa dose, é capaz de
melhorar o dano renal a nivel glomerular, tubulointersticial e vascular. Nos ratos tratados
também se verificou uma melhoria do perfil metabdlico, nomeadamente dos niveis de
colesterol total, triglicerideos e glicémia. Registou-se ainda, uma reducdo dos niveis de
HbA1lc, que passou de 10,38% para 9,18%.%" Investigadores da mesma instituicdo, também
procuraram perceber se a sitagliptina era eficaz na prevencdo dos efeitos da DM no rim. Em
ratos Zucker obesos e diabéticos, tratados durante 6 semanas com sitagliptina, foram
monitorizados os niveis de glicémia e HbAlc e avaliou-se a distribuicdo de DPP-1V, GLP-1,

GLP-1R, TNF-a, IL-15, BAX, Bcl-2 no rim. Demonstrou-se que o tratamento com
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sitagliptina melhorou o controlo glicémico, o que se refletiu numa reducdo significativa dos
niveis de HbAlc e melhoria das lesdes renais glomerulares e tubulointersticiais. A sitagliptina
impediu ainda o0 aumento de atividade da DPP-4 e a diminuicao dos niveis de GLP-1 no rim
diabético. Também diminuiu os niveis de II-18, TNF-a entre outras citocinas inflamatorias e
moléculas envolvidas na inducéo de apoptose celular.2? Em ambos os estudos, foi observada
uma diminuicdo nos niveis de HbAlc no grupo tratado com sitagliptina, pelo que se torna
dificil avaliar se os efeitos da inibi¢cdo da DPP-4 foram independentes dos efeitos de reducao

da glucose.

O efeito da sitagliptina no dano renal induzido por isquemia/reperfusdo em ratos com
diabetes induzida por STZ, também foi estudado. Os ratos tratados com sitagliptina
apresentaram uma reducdo da fragmentacdo do DNA e apoptose. A histologia renal também
estava preservada comparativamente com o grupo controlo. Observou-se ainda uma
diminuicdo dos marcadores de stress oxidativo, diminuicdo da creatinina plasmética e dos
produtos azotados.®* Como a estreptozotocina destréi as células beta pancreéticas e é perdida
a estimulacdo da producdo de insulina pelo GLP-1, este estudo demonstra que o aumento das

concentracdes de GLP-1 protege o rim, para além dos seus efeitos metabélicos.*®

Trinta e seis individuos com DM2 e niveis de HbAlc superiores a 6,5%, apesar de
alteracdes no estilo de vida e tratamento antidiabético, foram tratados com sitagliptina durante
6 meses. A sitagliptina reduziu significativamente os valores de HbAlc, pressao arterial
sistdlica e diastolica e os niveis plasmaticos de proteina C reativa. A albuminuria medida pela
razdo albumina/creatinina também baixou significativamente nos individuos tratados,
independentemente da gravidade da albumindria inicial. Aos 6 meses, nos doentes que
apresentavam macroalbuminuria observou-se uma diminui¢do dos valores de 1263 + 492 mg
para 561 + 89 mg. Histologicamente, a inibicdo de DPP-4 reduziu significativamente a
presenca de glomerulosclerose, o que foi associado & diminui¢do dos niveis de TNF-a. Estes
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resultados sugerem que a sitagliptina reduz a albuminudria sem reduzir diretamente a taxa de
filtracdo de glomerular, mas através de outros fatores como reducdo da glicémia, pressdo

arterial e inflamac&o mediados por aumento de GLP-1.%*

Um estudo ndo randomizado investigou o efeito de 4 semanas de administracdo de
sitagliptina e alogliptina em 12 doentes com DM2 e microalbuminuria também tratados com
um antagonista dos recetores da angiotensina (ARA). Esta investigacdo tinha como objetivo
compreender se o tratamento com um inibidor DPP-4 com ac&o mais potente (alogliptina), era
superior ao tratamento com sitagliptina. Os autores observaram que o inibidor DPP-4 mais
potente diminuiu de forma mais significativa os niveis de albumindria, marcadores de stress
oxidativo, AMPc urinario e elevou os niveis plasmaticos de SDF-1a. No entanto, ndo se
observaram alteragdes significativas do indice de massa corporal, pressdo arterial,
dislipidemia, creatinina plasmatica, taxa de filtracdo glomerular ou dos niveis de HbAlc. Este
resultado sugere que, quanto mais potente for a inibicdo da enzima DPP-4, maior a protecéo
contra nefropatia diabética, mesmo nos estadios iniciais. Este efeito parece ir para além da
diminuicdo dos valores de glicémia, sugerindo um papel de outras moléculas, nomeadamente

0 SDF-10.%
9.2 Vildagliptina

Em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina, o tratamento com vildagliptina
durante 24 semanas diminuiu a albumindria e a razdo albumina urinaria/creatinina em
comparacdao com placebo. A nivel histologico, observou-se uma diminuicdo dependente da
dose da expansdo da matriz extracelular, assim como uma reducéo da glomeruloesclerose e
do espessamento da membrana basal glomerular. Estes efeitos renoprotetores da vildagliptina
foram atribuidos a uma reducéo da producgéo de TGF-B1. Contudo, como os niveis de HbAlc

no grupo tratado com vildagliptina foram significativamente menores (10.4%) do que no
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grupo controlo (12,1%), ndo é possivel garantir que estes efeitos tenham sido independentes

do controlo glicémico . %

Colocou-se a hipdtese de que o tratamento com vildagliptina pudesse melhorar a
funcdo miogenica das artérias renais. Para tal, foram isoladas artérias renais de ratos
diabéticos Zucker magros tratados com vildagliptina e com placebo. A vildagliptina ndo
afetou a glicémia nem a albumindria, mas diminuiu de forma efetiva a glomeruloesclerose e
restaurou a funcdo contractil das artérias renais. Este estudo sugere que a vildagliptina possa
ter um efeito protetor prevenindo a perda de reatividade vascular, possivelmente pela redugéo

dos niveis de stress oxidativo.®’
9.3 Linagliptina

Um estudo procurou avaliar os efeitos do tratamento com linagliptina na leséo renal
presente em ratos com diabetes induzida por estrptozotocina. Apesar do tratamento com
linaglitina durante 2 semanas ndo ter melhorado o controlo glicémico dos ratos, foi registada
uma reducdo significativa dos niveis de AGE e da expressdo do seu recetor, assim como dos
marcadores de stress oxidativo. O tratamento com linagliptina também reduziu o grau de

albumindria, assim como os niveis de ICAM-1 e a infiltracdo glomerular por linfécitos.®

A necessidade de encontrar novas terapéuticas para melhorar o tratamento da
nefropatia diabética € maior em doentes que ndo respondem adequadamente ao tratamento
com ARA. Por este motivo, investigou-se o efeito da administracdo de linagliptina em
monoterapia e em combinacdo com telmisartam (ARA) em ratinhos diabéticos desprovidos
de sintetase do 6xido nitrico endotelial. Apds 12 semanas, verificou-se que a glicémia era
semelhante em todos os grupos. O grupo tratado apenas com telmisartan apresentou uma
reducdo significativa da presséo arterial, relativamente ao grupo controlo. O tratamento

combinado reduziu a albumindria de forma significativa em comparagdo com o grupo
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controlo, enquanto a reducédo conseguida pelo tratamento em monoterapia com telmisartan ou
com linagliptina, ndo foi estatisticamente significativa. A analise histologica, revelou que o
tratamento com linagliptina em monoterapia ou em combinacdo com telmisartam reduziu a
presenca de glomerulosclerose, em comparacéo aos grupos ndo tratados com inibidor DPP-4.
Os marcadores de stress oxidativo também estavam diminuidos nos animais tratados com
linagliptina, 0 que mais uma vez veio demonstrar o potencial dos inibidores DPP-4 no

tratamento da nefropatia diabética.®

Uma investigacdo que abrangeu 217 individuos com DM2 e albuminuria tratados com
um inibidor do SRAA procurou compreender se a adicdo de linagliptina se traduzia numa
melhoria da funcdo renal, nomeadamente ao nivel da excre¢do de albumina. Apo6s 24
semanas, verificou-se que independentemente dos niveis de glicémia ou de pressao arterial o
grupo tratado com linagliptina apresentou uma reducédo da excrec¢do de albuminuria de 32%,

em comparagdo com a reducio de 6% verificada no grupo placebo.®

Apesar de nenhum dos estudos ter sido concebido para testar o efeito da linagliptina na

funcdo e histologia renal, coletivamente todos sugerem a presenca de um efeito renoprotetor.

9.4 Saxagliptina

No estudo SAVOR-TIMI 53 investigou-se 0 efeito da saxagliptina na fungéo renal. A
administracdo de saxagliptina durante 2 anos diminuiu a excrec¢éo de albumina em 27 doentes
com DM2 e complicacdes cardiovasculares, independentemente da funcéo renal inicial. Nos
doentes tratados com o farmaco também se observou uma diminuicdo da glicémia e por esse
motivo, ndo ficou claro se o efeito observado se deveu uma melhoria significativa no controlo

da glicemia, ou & acdo renoprotetora do farmaco.*
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10. INIBIDORES DPP-4 E OUTRAS COMPLICACOES
MICROVASCULARES DA DM2

As complicacBGes vasculares relacionadas com a diabetes sdo uma causa major de
morbilidade e mortalidade em doentes com diabetes.' ? A evidéncia atual sugere que todas as
complicacdes microvasculares partilham o mesmo mecanismo patogénico induzido pela
glicémia e que envolve a via do poliol, a via da proteina cinase C, AGE, a via das

hexosaminas e o stress oxidativo. %*

Sabe-se que o controlo glicémico rigoroso pode prevenir o aparecimento e a
progressao das complicagdes vasculares da diabetes. No entanto, como ja foi referido, um
controlo rigoroso € dificil de obter e ndo esta indicado em todos os individuos diabéticos,
devido ao risco de desenvolvimento de hipoglicémia.® Por este motivo e & semelhanca do que
foi dito para a nefropatia diabética, é importante encontrar alternativas terapéuticas que
possam prevenir o aparecimento e melhorar a progressao destas complicagdes, sem interferir

com a glicémia. (Tabela 3)
10.1 Retinopatia diabética

A retinopatia diabética é uma das principais complicacbes microvasculares da DM2,
Demonstrou-se que a administracdo de sitagliptina preveniu o aumento da permeabilidade da
barreira hemato-retiniana e da produgdo de IL 1B, em retinas de animais com diabetes
induzida por STZ. %* Com base nesse pressuposto, procurou-se avaliar o efeito da sitagliptina
na modulacdo da resposta pro-inflamatdria induzida por LPS, em culturas primarias de

celulas da retina de ratos Wistar. (Anexo)

Em ratos Zucker diabéticos e obesos, a administracdo de sitagliptina preveniu as
alteracOes nas proteinas da juncéo de oclusdo, induzidas pela diabetes. A administracdo deste
farmaco também diminuiu o stress oxidativo, o estado inflamatdrio, a morte celular por

Inibidores da DPP-4: Uma esperanca na nefropatia diabética? ¢ 40



apoptose nas retinas dos animais diabéticas e aumentou a capacidade de adesdo das células
estaminais endoteliais aos vasos da retina.®* O mesmo grupo de investigadores procurou
descobrir se o efeito protetor exercido pela sitagliptina nas retinas de animais diabéticos era
independente do aumento da secrecdo de insulina e da normalizacdo da glicémia. A
administracdo de sitagliptina em ratos com DM induzida por STZ, impediu 0 aumento da
permeabilidade da barreira hematorretiniana, o desenvolvimento de alteracdes nas proteinas
da juncdo de oclusdo, diminuiu os marcadores de inflamacdo e a apoptose celular. Ao
contrario do estudo anterior, neste caso o tratamento com sitagliptina ndo alterou o peso

corporal, nem os niveis de insulina ou de HbA1lc. %

Num estudo recente duplamente cego realizado em 50 doentes com DM2, o
tratamento com saxaglitina durante 6 semanas reduziu de forma significativa o fluxo
sanguineo capilar na retina e melhorou a capacidade de vasodilatacdo arterial. No entanto,
mais uma vez, verificou-se uma reducdo significativa dos niveis de HbAlc entre os dois

grupos comparados.
10.2 Neuropatia diabética

O envolvimento do sistema nervoso periférico € uma importante complicacdo da
DM2.% Varios estudos demonstraram que os efeitos benéficos do GLP-1 e GIP no sistema
nervoso periférico podem ter implicacGes terapéuticas no tratamento da neuropatia diabética.
A administracdo de PKF275-055, um analogo da vildagliptina, aumentou em 50% a
velocidade conducdo nervosa e a recuperacdo da sensibilidade mecanica, em ratos
diabéticos.** A vildagliptina também demostraram ter um efeito protetor contra a perda de
fibras nervosas em animais diabéticos.”> Com base nestes resultados, é legitimo colocar a
hipdtese de que os inibidores DPP-4 podem prevenir a degeneracdo nervosa periférica em

animais diabéticos e que no futuro podem ser Uteis no tratamento da neuropatia diabética.
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Modelo Resultado
Nefropatia Ratos diabéticos por STZ v TFG
desprovidos de DPP-4
\V Lesoes

Sitagliptina

glomerulares,
Ratos diabéticos Zucker

vasculares
\/ LesOes
Sitagliptina glomerulares e
Ratos diabéticos Zuker tubulointersticiais
obesos
\VApoptose
Sitagliptina VTGE
Lesdo |sque~m|a/ VStress Oxidativo
reperfuséo

Ratos com diabetes STZ VLesdo do tecido

Linagliptina+Telmisartan
Ratinho com diabetes

WV Albumindria

STZ eNOS-/- Glomeruloesclerose
WV AGE e RAGE
Linaalinti \/ Stress oxidativo
inagliptina V Albumindria

Ratos diabéticos STZ
\V/Glomeruloesclerose

V TFG
Albumindria
Glomeruloesclerose
W Fibrose Intersticial
Vildagliptina V Glomeruloesclerose
Ratos diabéticos Zucker A\ Funcdo arteriolar

Vildagliptina
Ratos diabéticos STZ

obesos V Stress oxidativo
Retinopatia \ Stress oxidativo
Sitagliptina V Inflamacao
Ratos diabéticos Zucker \ AIWADNOptZSEBHR
o0besos teracOes da
ANEPC
A Permeabilidade
Sitagliptina VMudancas BHR
Ratos diabéticos STZ \/ Inflamagéo
\/ Apoptose
Vildagliptina em VWWEGF, ICAM-1,
OLETF ratos com DM2 VW PAI-1 e PEGF
NEWGISEUER  Vildagliptina em ratos W Perda de fibras
STZ diabéticos nervosas
\/ Velocidade de

PKF275-055

conducdo nervosa
Ratos com diabetes STZ

A\ Sensibilidade
mecéanica e térmica

tubulointersticiais e

Experimental Clinico

Farmaco/doentes Resultado
Sitagliptina S
36 doontes DM2 V' Albumindria
Alogliptina vs
sitagliptina V Albumindria
12 doentes DM2
Vildagliptina L
47 doentes DM2 v Albumindria
Linagliptina vs Placebo
217 doentes DM2 + V' Albumindria

micro/macroalbuminuria

Saxagliptina vs Placebo
>16,000 doentes DM2 W Microalbumindria

Saxagliptina vs Placebo V' Fluxo sanguineo

50 doentes DM2 sem

retinopatia A Vasodilatacdo

Sem dados

Tabela 3 — Inibidores DPP-4 nas complicacdes microvasculares da DM2: Estudos pré-

clinicos e clinicos. Adaptado de [4]
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% DISCUSSAO E CONCLUSAO

A nefropatia diabética continua a ser uma das principais complicacdes da diabetes e €
a principal causa de doenca renal crénica em estadio terminal, em Portugal. Esta patologia é
responsavel por um aumento da morbilidade e mortalidade nos doentes diabéticos e por

custos econdmicos elevados para os sistemas de saude.

O tratamento atual da nefropatia diabética desacelera a progressédo da lesdo renal, mas
ndo impede que a maioria dos doentes desenvolva doenga renal cronica. Os farmacos
utilizados atuam no controlo dos fatores de risco hemodindmicos e metabdlicos e séo
claramente insuficientes. O controlo glicémico rigoroso, por exemplo, ndo se tem revelado
uma estratégia eficaz, ja que é dificil de atingir devido a falta de adesdo a terapéutica e ao
facto de ndo poder ser aplicado a todos os doentes, ja que envolve um risco consideravel de
hipoglicémia. Esta conjuntura leva a que se devam procurar novas estratégias terapéuticas que
procurem minorar o dano renal da diabetes. O facto da nefropatia ser considerada atualmente
uma doenca em que a inflamacdo também tem um papel importante, abriu portas a varios
estudos com farmacos que exercem um efeito imunomodelador. No entanto, nenhum farmaco
provou ser realmente eficaz em humanos, sendo necessarios mais estudos. Uma das classes de
farmacos que suscita mais curiosidade, sdo os inibidores da DPP-4 que ja sdo usados
habitualmente na terapéutica da DM, sdo considerados seguros e bem tolerados. Como varios
estudos indicam que estes farmacos exercerem efeitos pleiotropicos, alguns dos quais
independentes das incretinas e relacionados com a interacdo com varios peptideos vasoativos,
colocou-se a hipétese do seu uso na prevencdo e tratamento direto das complicacGes

vasculares da DM.

No sentido de confirmar esta possibilidade, varios estudos tém sido realizados. Por um

lado, tem se procurado compreender melhor quais sdo os efeitos dependentes e independentes

Inibidores da DPP-4: Uma esperanca na nefropatia diabética? ¢ 43



das incretinas. Para tal, ¢ importante compreender quais séo 0s outros peptideos clivados pela
DPP-4 e qual o seu efeito fisiologico. Tém sido identificados varios peptideos, mas pouco se
sabe sobre o0s seus efeitos, ja que muitas vezes propriedades que se verificam in vitro, ndo se
verificam in vivo. Esta também é uma das limitacdes dos varios estudos realizados em modelo
animal: muitas vezes é dificil atingir concentracdes renais em humanos semelhantes as que
se obtém em modelos experimentais. Os peptideos que parecem ter um maior efeito a nivel
renal sdo a MeprinaB, o HMGB1, o NPY e o PYY, mas ainda muito falta descobrir sobre a

sua acdo, pelo que, mais estudos sao necessarios.

Outra das limitacdes da evidéncia atual, é o facto de a maioria dos estudos realizados
ainda serem pré-clinicos. Para além disso, muitas das investigacGes ndo permitem saber se 0s
efeitos dos farmacos sdo dependentes ou independentes das incretinas, ja que os niveis de
HbAlc e de pressdo arterial também sofreram alteracbes. E importante que se desenhem
mais estudos que procurem eliminar esta variavel, o0 que tem sido conseguido com a
utilizacdo de modelos com diabetes mellitus tipo 1, no qual o pancreas ndo responde ao
estimulo das incretinas. Relativamente aos s estudos clinicos realizados, raros foram os que
foram concebidos para avaliar especificamente o efeito dos inibidores DPP-4 no rim. Por este

motivo, é importante que sejam construidos estudos com este fim especifico.

Para além da nefropatia diabética, outras complicacdes da diabetes parecem ser
melhoradas com o tratamento com estes farmacos. Este fato, vem reforcar a concec¢édo de que
0 mecanismo que induz complicacBes vasculares é semelhante nos varios tecidos. O efeito
dos inibidores DPP-4 na retinopatia diabética é investigado na Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra, por um grupo de exceléncia, o qual tive oportunidade de
acompanhar durante um ano, tendo a oportunidade de realizar um pequeno estudo que

apresento em anexo.
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Em concluséo, a evidéncia atual indica que os inibidores DPP-4 podem ter um efeito
protetor nas complica¢bes da DM, nomeadamente na nefropatia diabética. No entanto, ainda
ndo é possivel tirar conclusbes seguras sobre se este efeito ird ter implicagdes na terapéutica
futura da nefropatia diabética, ja que resultados atuais sdo incipientes. Por este motivo, €
muito importante que se continue a investigar esta area, investindo inclusive, em mais estudos

clinicos.
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s ANEXO

Protocolo do trabalho “Papel da sitagliptina na modelagéo da resposta pro-inflamatéria em

culturas primarias mistas de células de retina”

Objectivos

O objectivo deste trabalho consiste em avaliar o efeito da sitagliptina sobre culturas
primarias mistas de células de retina. Este estimulo pro-inflamatério, permite simular a
inflamag&o provocada pela hiperglicémia prolongada nas células da retina, como acontece na
fisiopatologia da retinopatia diabética. Com este trabalho, pretendemos aumentar o
conhecimento sobre os efeitos farmacoldgicos da sitagliptina para além do seu efeito
normoglicemiante, para o qual é comercializada actualmente, podendo no futuro abrir portas a

novas investigacdes, com vista a terapéuticas inovadoras.

Plano de investigacéo

Tarefa 1 — Compreender qual é o papel da sitagliptina na modulacdo da resposta pro-

inflamatoria, em culturas primarias mistas de células de retina.

v As culturas primarias mistas de células da retina, obtidas a partir de ratos Wistar
P3/P4. As células serdo expostas a LPS (1pg/mL) durante 24 horas, para despoletar

uma resposta inflamatoria, tendo sido 45 minutos antes, incubadas com sitagliptina

(200uM) durante 24 horas.

Incubagdo com

Sitagliptina e 45
min depois com
LPS;

Isolamento

Dia 0 Dia 6 Dia 7
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v" Realizacdo de protocolo de imunohistoquimica utilizando como anticorpos primarios:

e Anti-CD11b

® Anti-INOS

Materiais e Métodos

e Culuras priméarias mistas de células de retina

As culturas primarias mistas de células de retina foram preparadas a partir de retinas de
ratos Wistar P3/P4. Os ratos foram mortos por decapitacdo e apds enucleacdo, as retinas
forma dissecadas em Hanks Balanced Salt Solution (HBSS in mM: 137 NaCl, 5.4 KCI, 0.45

KH2PO4, 0.34 Na2HPO4, 4 NaHCO3, 5 glucose; pH 7.4).

As retinas foram digeridas com 0.1% tripsina, durante 12 minutos, a 37°C. Seguidamente,
a suspensao celular foi centrifugada e as células foram ressuspendidas em Eagle’s Minimum
Essencial Medium, (MEM em mM NaHCO3, 25 mM HEPES, 10%, FBS inactivado pelo

calor, penicillina (100 U/ml) e estreptomicina (100 mg/ml)).

As células foram colocadas com uma densidade de 2x106 células/cm2, em 12-placas

para imunohistoquimica. As lamelas foram pré-cobertas com poly-D-lysine (0.1 mg/ml) e

mantidas a 37°C em atmosfera hUmida com 5% CQO2, durante 7 dias.

As culturas priméarias mistas de células da retina contém células da microglia, astrocitos,

células de Miiller e neuronios da retina.
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Protocolo de Imunohistoquimica

Removeu-se 0 meio de cultura e lavou-se duas vezes com PBS (em mM: 137 NacCl,

2.7 KCI, 10 Na2HPO4, and 1.8 KH2PO4; pH 7.4)

Fixou-se em Paraformaldeido com 4% sacarose, durante 10 minutos.

Permeabilizaram-se as células com PBS adicionado de 1% Triton X-100, durante 5

minutos.

Bloquearam-se as células com PBS + 3% albumina + 0.2% Tween 20, durante 1 hora,

a temperatura ambiente.

Incubaram-se as células com os anticorpos primarios anti-Cd1lb rato (dilui¢do
1:100), anti-iNOS (diluigdo 1:100), durante 90minutos, a temperatura ambiente no

escuro.

Apos a lavagem com a solucdo de blogueio, incubaram-se os anticorpos secundarios,
Alexa Fluor-568 goat anti-mouse 1gG (diluicdo 1:200), Alexa-Fluor-488 goat anti-

rabbit 1gG (diluicdo de 1:200) durante 1 hora, no escuro.

Lavou-se trés vezes com PBS.

Células foram incubadas com DAPI (diluicdo 1:2000) durante 10minutos, a

temperatura ambiente

Montaram-se as lamelas nas laminas utilizando DAKO Glycergel Mouting Médium.
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Resultados obtidos

Figura 1- Cultura Controlo (Ndo foi incubada nem com sitagliptina nem com LPS). Imagem de
imunohistoquimica obtida utilizando um microscépio de fluorescéncia. Anti- CD11b (vermelho),
Anti-iNOS (verde), DAPI (azul).

Figura 2 - Cultura incubada Sitagliptina. Imagem de imunohistoquimica obtida utilizando um
microscopio de fluorescéncia. Anti- CD11b (vermelho), Anti-iINOS (verde), DAPI (azul).
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Figura 3 - Cultura incubada com LPS. Imagem de imunohistoquimica obtida utilizando um
microscopio de fluorescéncia. Anti- CD11b (vermelho), Anti-iNOS (verde), DAPI (azul).

Figura 4 - Cultura incubada com Sitagliptina e LPS. Imagem de imunohistoquimica obtida utilizando
um microscopio de fluorescéncia. Anti- CD11b (vermelho), Anti-iNOS (verde), DAPI (azul).
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Discussao e Conclusao

Com o presente trabalho, demonstrdmos que a incubagdo com sitagliptina diminui a
resposta pro-inflamatdria por parte das células da microglia e mediada por 6xido nitrico. No
futuro seria importante estudar o efeito da incubagdo com sitagliptina na modulagcdo da

resposta pro-inflamatdria, utilizando outros marcadores inflamatérios.

A confirmacdo desta evidéncia, pode abrir portas a estudos posteriores que poderao
culminar numa nova utilizacdo terapéutica da sitagliptina e num retardar da progressao da

retinopatia diabética.
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