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FMUC Glucagon-like-peptide-1 — Dimensao Cardiovascular

RESUMO

O Glucagon-like peptide-1 é uma hormona peptidica segregada a partir das células L
enteroenddcrinas, de uma forma glicose-dependente, tendo sido os seus andlogos aprovados
para o controlo da hiperglicémia na Diabetes Mellitus tipo 2. Integra a classe farmacoldgica
das incretinas. O facto de actuar em situacGes de hiperglicémia e de forma glicose-mediada,
faz com que o risco de ocorréncia de episddios de hipoglicémia seja reduzido.

A maioria dos estudos realizados nesta tematica, diz respeito & accdo do Glucagon-like
peptide-1 na célula B-pancreatica. No entanto, investigagdes mais recentes tém vindo a
demonstrar que esta hormona peptidica possui um amplo espectro de ac¢do, nomeadamente
no Sistema Cardiovascular, onde desempenha efeitos potencialmente cardioprotectores e
vasodilatadores. Este pleiotropismo do Glucagon-like peptide-1 é justificado pela extensa
distribuicdo do seu receptor em diferentes tecidos.

Uma vez que o Glucagon-like peptide-1 é rapidamente degradado pela enzima
dipeptidil-peptidase-4, o seu tempo de semi-vida plasmatica € muito curto. Com base neste
facto, o estudo de potenciais agonistas do seu receptor, adquiriu especial importancia. As
moléculas melhor estudadas neste contexto sdo o Exenatide e o Liraglutide, pelo que grande
parte dos modelos experimentais, para a investigacao dos diferentes efeitos do Glucagon-like
peptide-1, sdo realizados com base nestas substancias. Os analogos referidos acima,
apresentam elevada resisténcia a dipeptidil-peptidase-4, pelo que as semi-vidas sdo superiores
e, consequentemente, os efeitos que dai advém sdo em maior escala.

A distribuicao de receptores do Glucagon-like peptide-1 no Sistema Cardiovascular é
ampla, designadamente ao nivel dos cardiomidcitos, endocardio, endotélio microvascular e
musculo liso e endotélio coronarios. O facto de o numero de receptores ser elevado, sugere

que o Glucagon-like peptide-1 podera ter um importante papel na regulacdo de funcGes
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cardiovasculares. De facto, estudos em animais tém apontado o GLP-1 como modulador de
varios efeitos com caracter cardioprotector, nomeadamente, vasodilatacdo, diminuicdo da
frequéncia cardiaca e pressdao arterial, atenuacdo do processo aterosclerético e proteccdo
contra a isquémia miocéardica. Recentemente, em humanos, verificou-se que a utilizacdo dos
analogos do GLP-1, apresenta um efeito inverso na frequéncia cardiaca, registando-se casos
de taquicardia na pratica clinica.

A doenca cardiovascular é a segunda causa de mortalidade em Portugal (a primeira é a
doenca cerebrovascular), sendo a Diabetes Mellitus um importante factor de risco para o seu
desenvolvimento. Ora, conjugando todas estas evidéncias, rapidamente concluimos que os
analogos do Glucagon-like peptide-1 podem vir a constituir uma nova classe de agentes na

terapéutica cardiovascular, em pessoas com ou sem Diabetes Mellitus.
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ABSTRACT

Glucagon-like peptide-1 is a peptide hormone secreted from enteroendocrine L cells,
in a glucose-dependent manner, and its mimetics were recently approved for control of
hyperglycemia in type 2 diabetes. These drugs are included in the class of incretins. As this
drugs act by a glucose-dependent way, the risk of hypoglycaemic episodes is very reduced.

Most studies in this issue concerns the action of glucagon-like peptide-1 in -
pancreatic cell. However, more recent investigations have demonstrated that this peptide
hormone has a broad spectrum of activity, particularly in the cardiovascular system, where
plays a potentially cardioprotective and vasodilators effects. This pleiotropism of glucagon-
like peptide-1 is justified by the extensive distribution of its receptor in different tissues.

Since glucagon-like peptide-1 is rapidly degraded by the enzyme dipeptidyl peptidase-
4, its half-life in plasma is very short. On this basis, the study of potential agonists or
mimetics, gained special importance. The best studied molecules in this context are Exenatide
and Liraglutide so, much of the experimental studies to investigate the different effects of
glucagon-like peptide-1 are made based on these substances. The analogs listed above, have
high resistance to dipeptidyl peptidase-4 so the half-lives are higher and, consequently, the
effects resulting therefrom are on a larger scale.

The distribution of receptors for glucagon-like peptide-1 in the cardiovascular system
is wide, including the cardiomyocytes, endocardium, endothelium and smooth muscle
microvascular/coronary endothelium. The fact that the number of receptors is high, suggests
that glucagon-like peptide-1 may play an important role in the regulation of specific
cardiovascular functions. In fact, studies with animals, have shown that the GLP-1 as a

modulator of several cardioprotective effects, including vasodilation, decreased heart rate and
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blood pressure, attenuation of the atherosclerotic process and protection against myocardial
ischaemia.

Cardiovascular disease is the second cause of mortality in Portugal (the leading cause
is cerebrovascular disease), being Diabetes Mellitus one of the major risk factor for its
development. Thus, just together all of this evidences, is possible conclude that glucagon-like
peptide-1 might play a role in cardiovascular therapy, regardless of the existence of Diabetes

Mellitus.

Key words

Glucagon-like peptide-1, Glucagon-like peptide-1 receptor, Exenatide, Liraglutide,

Diabetes Mellitus, Cardiovascular Disease, Endothelial Dysfunction, Heart Rate, Heart
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1. INTRODUCAO

A doenga cardiovascular (DCV) é a segunda causa de mortalidade em Portugal (a
primeira € a doenca cerebrovascular), sendo a Diabetes Mellitus (DM) um importante factor
de risco para o seu desenvolvimento (Sjoholm, 2009).

Agentes terapéuticos como estatinas, inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina e beta-bloqueantes, tém demonstrado uma significativa accdo na reducdo da
incidéncia de doenca cardiovascular, bem como nas taxas de morbilidade e mortalidade. No
entanto, esta reducdo ndo é tdo significativa em doentes com patologia associada,
nomeadamente DM. Deste modo, a procura de alternativas terapéuticas mais eficazes tem
sido alvo de varios centros de investigacdo. Um candidato apontado é o glucagon-like
peptide-1 (GLP-1), uma hormona peptidica, cujos analogos foram aprovados para o controlo
da hiperglicémia na DM tipo 2. A razé&o desta escolha reside no facto de, para aléem da sua
accao insulino-secretora glicose-mediada, terem sido apontadas acc¢Oes benéficas no sistema
cardiovascular, designadamente proteccdo da isquémia miocardica e melhoria da funcéo
cardiaca (Grieve et al, 2009).

Esta revisdo pretende abordar a accdo do GLP-1 e seus analogos, a nivel dos tecidos
cardiaco e vascular e o seu eventual potencial terapéutico na DCV em diabéticos e néo

diabéticos.
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2. OBJECTIVOS

O GLP-1 e seus analogos representam uma nova e promissora area de investigacao e
terapéutica, ndo s6 no contexto da patologia da DM, mas também a nivel do sistema
cardiovascular (Hausenloy et al, 2008). Aqui, existem mdaltiplos receptores do GLP-1 (GLP-
1R), distribuidos por diversas areas, tais como: cardiomiocitos, endocardio, endotélio
microvascular e masculo liso e endotélio coronarios. Tendo em conta esta ampla extensdo de
GLP-1R nos tecidos vascular e cardiaco, a procura de agonistas destes receptores
intensificou-se nos ultimos anos, tendo-se verificado um espectro de ac¢do benéfico, em
varias modelos experimentais, tais como, modulacdo da frequéncia cardiaca (FC), pressao
arterial (PA), ténus vascular e contractilidade miocérdica (Grieve et al, 2009; Chilton et al,
2011).

Os analogos do GLP-1R melhor estudados séo o exenatide e o liraglutide pelo que, a
maioria dos estudos realizados nesta area utilizam estas moléculas (Verge et al, 2010).

Esta revisdo bibliografica pretende, deste modo, descrever os efeitos cardiovasculares
do GLP-1 e seus analogos, bem como as suas potenciais ac¢Oes terapéuticas na DCV,

identificadas em modelos experimentais e humanos, na presenca ou auséncia de DM.
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3. DESENVOLVIMENTO

A. Efeito Incretina

A administracdo oral de glicose, em individuos saudaveis, produz um aumento dos
niveis plasmaticos de insulina superior ao obtido com a administracdo de igual quantidade de
glicose via endovenosa. Este fendbmeno ¢é designado “efeito incretina” e é explicado pela
secrecdo  glicose-dependente de hormonas  gastrointestinais  correspondente  a,
aproximadamente, 50-70 % da secrecdo total de insulina, apds administracdo oral de glicose.

Foram identificadas duas hormonas incretinas: Glucose-dependent insulinotropic
polypeptide (GIP) e glucagon-like peptide-1 (GLP-1). O principal estimulo para a secrecdo
destas hormonas € a ingestdo de refei¢Oes ricas em hidratos de carbono e lipidos (Baggio et al,
2007).

Importa realgar que, em doentes com DM tipo 2 descompensada, o efeito incretina se
encontra diminuido ou mesmo ausente (Holst et al, 2004).

No que diz respeito ao GLP-1, estudos concluem que a sua secrecdo esta
significativamente reduzida, num contexto de DM tipo 2 descompensada. Pelo contrario, 0s
niveis plasmaticos de GIP, nestes doentes, estdo preservados ou ligeiramente aumentados,
mas a sua ac¢do insulinotrépica esta diminuida. O processo fisiopatologico subjacente a
reduzida accdo do GIP ainda é desconhecido. No entanto, estudos pré-clinicos, sugerem que a
consequente hiperglicémia pode dever-se a down-regulation da expressdao de receptores
especificos para o GIP, nos ilhéus pancreéticos, a par com outras anomalias funcionais da
célula . Sabe-se que, os fendmenos acima descritos, sdo secundarios a DM tipo 2 (Salehi et

al, 2008).
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B. Biologia do GLP-1

B,. Sintese, secre¢do, metabolismo e eliminacéo

O GLP-1 é sintetizado a partir da cadeia de sintese do glucagon. Esta cadeia inicia-se
pela sintese do pré-proglucagon (PPG), cujo gene esta localizado no brago longo do
cromossoma 2 ¢ ¢ expresso nas células a-pancreaticas, células L enteroenddcrinas do ileo e
célon e células neuronais do hipotdlamo e tronco cerebral. O PPG é um peptideo composto
por 160 aminoacidos. A clivagem do PPG origina o pré-glucagon (PG), que é clivado pela

pré-convertase 1, resultando a isoforma GLP-1 (7-36) (Deacon, 2005) (Figura 1).

Processing of pro-glucagon in intestinal L-cells

i Glicentinﬁ

l | L Ll |
GRPP  Glucagon IP-1  GLP-1  IP-2 GLP-2

Prohormone convertase 11

Regulated by inactivation u—:] Agonist (active)

DP-1V l tyo~1 min

| | Inactive

Figura retirada de Moller DE. (2001)

Figura 1. O GLP-1 é um produto resultante do gene pré-pro-glucagon (PPG). O pro-glucagon
(PG) é clivado pela pré-convertase 1, originando a molécula de GLP-1, pelo que 0 PG € o
precursor imediato do GLP-1. Este, € segregado a partir das células L enteroenddcrinas, que
predominam no intestino distal, principalmente sob a forma de GLP-1 (7-36). Esta isoforma é
rapidamente hidrolisada in vivo (t1, ~ 1 min), pela dipeptidil-peptidase-4 (DPP-4), resultando

um metabolito inactivo, GLP-1 (9-36).
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O GLP-1 é rapidamente degradado pela enzima dipeptidil-peptidase-4 (DPP-4),
pertencente a familia das serina protease, resultando um produto inactivo, GLP-1 (9-36), ap0s
a remocao de um peptideo N-terminal. A DPP-4 é ubiquitaria no organismo, o que explica a
semi-vida plasméatica muito curta da incretina (ty, : 1-2 minutos). Devido a esta extensa e
rapida degradacdo, grande parte do GLP-1 foi ja inactivado antes de entrar na circulacao
sistémica, dai a implicacdo das vias neurais, indirectas, para levar a cabo os seus efeitos

(Deacon, 2005; Aulinger et al, 2007) (Figura 2).

DPP-4 inhibition When glucose
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D& by [MEEEE I incretins glucose
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f&'\
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glucose
output

Figura retirada de May M. (2009)

Figura 2. Apos a ingestdo de nutrientes sdo segregadas as hormonas GLP-1 (7-36) e GIP (1-
42), que promovem um aumento dos niveis plasmaticos de insulina — efeito incretina. Apds,
aproximadamente, dois minutos, a enzima DPP-4 converte o GLP-1 e o GIP nos seus

metabolitos inactivos, GLP-1 (9-36) e GIP (3-42), in vivo.

A maior via de eliminagdo do GLP-1 ¢ a renal, envolvendo mecanismos que incluem

filtracdo glomerular, reabsorcéo tubular e catabolismo (Deacon, 2005).
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B,. Receptor do GLP-1: GLP-1R

O gene do GLP-1R humano esta localizado no cromossoma 6, banda p21.1, é formado
por 40 Kb e consiste em 7 exdes (Stoffel et al., 1993).

O receptor do GLP-1 (GLP-1R) pertence a superfamilia de receptores acoplados a uma
proteina G transmembranar, que também inclui os receptores do glucagon, GLP-2 e GIP. E
constituido por 463 aminoécidos e 90 % da sequéncia constituida por estes aminoacidos é
similar ao GLP-1R do rato (Saraceni et al., 2007). O GLP-1R compreende oito dominios
hidrofobicos, sete dos quais transmembranares, bem como um dominio N-terminal

extracelular (Saraceni et al., 2007) (Figura 3).

16 16

56

Figura retirada de Grieve et al. (2009)

Figura 3. llustracdo da estrutura do receptor da molécula do GLP-1 (GLP-1R), que inclui o

numero de residuos de aminoécidos em cada segmento. O GLP-1R é um receptor acoplado a

proteina G, com sete dominios transmembranares, constituido por 463 aminoacidos.
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Estd bem estabelecido que a activacdo do GLP-1R a nivel pancreético, estimula a
produgdo de AMP ciclico (AMPc), através da activagdo das enzimas adenilciclase e
fosfolipase C. Este sistema é amplificado em cascata, através de varios factores, como
elevacdo do célcio intracelular, inibicdo de canais de potéssio dependentes de voltagem e
activacdo de inUmeras cinases, incluindo a proteina cinase A (PKA), proteina cinase B (PKB),
proteina cinase C (PKC), PI3K, Epac2 e MAPK. As alteracbes dos niveis de célcio
intracelulares, levam a uma fusdo das vesiculas de insulina & membrana plasmaética e
consequente exocitose de moléculas de insulina, pelas células B-pancreéticas (Baggio et al.,
2007) (Figura 4).

Os agonistas do GLP-1R, além das respostas sinalizadoras acima referidas, também
evocam outros processos no pancreas de roedores, incluindo o aumento da proliferagdo e

inibicdo da apoptose das células B-pancreéaticas (Baggio et al., 2007).

Figura retirada de Kim et al. (2008)
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Figura 4. Principais eventos moleculares durante a indugdo da secre¢do de insulina pela
célula B pancreatica, através do GLP-1 ou dos seus agonistas. A ligacdo destas moléculas ao
GLP-1R resulta na producdo de AMPc. Consequentemente, ha activacdo de enzimas,
nomeadamente PKA e Epac, o que leva a elevacdo dos niveis de célcio intracelulares e
inibicdo dos canais de potassio. As alteracdes dos niveis de célcio intracelulares levam a uma
fusdo das vesiculas de insulina @ membrana plasmatica e consequente exocitose de moléculas

de insulina, pela célula  pancreatica.

Ha evidéncias da existéncia de receptores do GLP-1R nos ilhéus pancreaticos
(principalmente células B, mas também a e &), pulméo, coragdo, rim, tracto gastrointestinal,
pele e varias areas do Sistema Nervoso Central (SNC) e Periférico (SNP), que incluem o

hipotalamo, hipofise e tronco cerebral (Figura 5).
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Figura retirada de Baggio et al. (2007)
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Figura 5. AcgBes do GLP-1 nos tecidos periféricos. A maioria dos efeitos do GLP-1 é
mediada pela interaccdo directa com 0os GLP-1Rs presentes nestes tecidos. No entanto, as
accOes do GLP-1 no figado, tecido adiposo e muasculo esquelético parecem ocorrer através de

mecanismos indirectos e ainda permanecem ambiguos.

Deste modo, a funcdo do GLP-1 ndo se limita as células pancredticas, sendo uma

hormona pleiotrépica com diferentes funcdes reguladoras (Abu-Hamdah et al., 2009).

Bs. Agonistas do GLP-1R

a) Exenatide

O exenatide € um produto sintético estruturalmente idéntico ao exendin-4 nativo -
peptideo isolado das secrecdes salivares do lagarto Gila do Arizona (Heloderma suspectum) -
que possui uma sequéncia de aminoacidos homologa ao GLP-1 humano em 53%. Liga-se
com elevada afinidade ao GLP-1R, sendo um potente agonista deste receptor, mimetizando
todas as accOes fisiologicas documentadas do GLP-1 (Baggio et al., 2007; Saraceni et al.,
2007; Mafong et al., 2008).

Devido a esta homologia parcial com o GLP-1 nativo, num pequeno ndmero de
doentes, surge a producdo de anticorpos, alguns dos quais, com efeitos neutralizantes de
determinadas ac¢Oes do composto (Verge et al., 2010).

O exenatide é um peptideo de 39 aminoacidos e tem uma semi-vida de 6 a 8 horas,
apos administracdo subcutanea. A sua longa duracdo de accdo € atribuida ao facto de existir
um residuo de glicina na posi¢do 2, em vez de alanina, ndo constituindo um substrato para a

DPP-4 (Baggio et al., 2007; Mafong et al., 2008).
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O exenatide foi o primeiro anidlogo do GLP-1 a existir no mercado com ‘“efeito
incretina mimético”, tendo sido aprovado pelas US Food and Drug Administration (FDA) e
European Medicines Agency (EMA), como terapéutica adjuvante da metformina e/ou
sulfonilureias e/ou glitazonas, no tratamento da DM tipo 2 (Mafong et al., 2008). Em Portugal
o fa&rmaco ndo esta comercializado.

Sdo varias as aplicagdes clinicas do exenatide. Uma das principais ac¢Ges do exenatide
é a potenciacdo da secre¢do de insulina pelas células  pancreaticas. Estudos demonstram
accOes glucoreguladoras do exenatide, como reducdo dos niveis de glucose pds-prandiais e
hemoglobina A;.. Contrariamente a classe de secretagogos, como as sulfonilureias, os efeitos
insulinotrépicos do exenatide sdo glucose-dependentes, pelo que o risco de ocorréncia de
hipoglicémias é muito inferior comparativamente com as sulfonilureias (Mafong et al., 2008).

Exendin (9-39) é uma forma amino-terminal truncada do Exenatide que também se
liga a0 GLP-1R e é um forte antagonista das ac¢cdes do GLP-1 e Exenatide (Treiman et al.,
2010).

O tratamento com exenatide resulta também numa reducdo estatisticamente
significativa de Hemoglobina Alc e do peso corporal.

Os principais efeitos adversos sdo nauseas, vomitos e diarreia. A maior parte dos
episddios de nauseas séo ligeiros a moderados, dependem da dose e diminuem de frequéncia
com a continuidade do tratamento. Nao existe correlacdo com a perda de peso verificada.
Foram detectados anticorpos anti-exenatide em 41 a 49% dos individuos tratados com
exenatide em ensaios clinicos de fase Ill. O significado da formacdo desses anticorpos
permanece por esclarecer. Recentemente foram reportados casos de pancreatite aguda em
doentes tratados com exenatide, no entanto ainda ndo foi estabelecida uma clara relacédo
causal (Iltz et al., 2006). Mais ainda, em estudos com ratos, 0 uso de Exenatide tem sido

relacionado com hiperplasia das células C da tirdide (Waser et al., 2011).

Maria Inés Ribeiro Seixas



FMUC Glucagon-like-peptide-1 — Dimensao Cardiovascular

Dados recentes mostram uma reducdo sustentada na HA1c e peso apds 104 semanas
de tratamento com exenatide e melhoria na funcdo da célula f medidos através do
Homeostatic Model Assessment (HOMA-B) (Srinivasan et al., 2008).

Os principais aspectos negativos apontados ao uso deste farmaco séo a falta de dados
sobre os seus efeitos na morbilidade e mortalidade e sobre a sua eficacia no controlo
glicemico a longo-prazo. Mais ainda, o exenatide € um medicamento muito caro, cuja relacéo

custo/beneficio ndo esta ainda estabelecida.

b) Liraglutide

Os estudos LEAD (Liraglutide Effect and Action in Diabetes) tém sido a base de
investigacao do liraglutide (Buse et al., 2009).

O liraglutide € um analogo do GLP-1 que partilha 97% da sequéncia de aminoacidos
com a molécula nativa. Um residuo de arginina substitui a lisina na posicdo 34 e um
glutamato € adicionado na posi¢cdo 24, o que permite a ligacao de acido palmitico o qual, por
sua vez, se liga ndo covalentemente e de forma reversivel a albumina. O resultado destas duas
substituicdes leva a um perfil farmacocinético com uma semi-vida longa (ty, : 13 horas), uma
vez que mais de 98% do liraglutide circula ligado a albumina, o que o torna altamente
resistente a DPP-4 (Verge et al., 2010).

O liraglutide administrado uma vez por dia permite um controlo glicémico
significativamente superior ao obtido com a administracdo de exenatide 2 vezes por dia e €,
em geral, bem tolerado. Estes resultados sugerem que o liraglutide pode ser uma opgéo no
tratamento de diabéticos tipo 2, especialmente quando o peso corporal e o risco de

hipoglicemias sdo factores importantes.
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A resposta humoral ao liraglutide é baixa e, até hoje, ndo ha casos de neutralizacao de
efeitos do referido composto (Verge et al., 2010).

O liraglutide estd indicado para o tratamento da DM tipo 2, em monoterapia e em
combinagdo com metformina e/ou sulfonilureias e glitazonas (Triplitt et al., 2007; Verge et
al., 2010). No nosso pais o farmaco néo esta comercializado.

Como efeitos adversos, sdo de destacar os efeitos gastrointestinais, como nauseas,
vomitos e diarreia. Recentemente, alguns estudos com ratos registaram casos de pancreatites

agudas e hiperplasia das células C da tiroide (Crane, 2011).

¢) FormulagGes em estudo

Agonistas GLP-1R de longa ac¢édo (LAR) estéo a ser desenvolvidos com base no perfil
farmacocinético da albumina, na tentativa de obter um perfil que permita a administracdo de
exenatide apenas uma vez por semana, como € 0 caso do exenatide Long-Acting Release
(LAR) (Baggio et al., 2007; Verge et al., 2010).

Existem outros analogos do GLP-1 em estudo, nomeadamente taspoglutide,
albiglutide, semaglutide e CJC-1131. Os dois primeiros encontra-se actualmente em ensaios
clinicos da fase Il e a expectativa € a de se obter uma farmacocinética compativel com uma

administracdo por semana (Triplitt et al., 2007) (Figura 6).
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Figura 6. llustracdo das sequéncias de aminoacidos do GLP-1 nativo e dos seus miméticos,
exenatide, liraglutide e CJC-1131. Na molécula de GLP-1, os aminoacidos coloridos a
vermelho correspondem a sitios especificos de ligacdo ao GLP-1R com actividade bioldgica e
os coloridos a verde podem ser modificados e, com isso, ndo haver perda drastica de
actividade biolégica. Nos miméticos do GLP-1, os aminoacidos desenhados a azul mostram
as diferencas relativas a molécula nativa. O sitio de clivagem da DPP-4, N-terminal, encontra-
se representado por uma seta vermelha. As possiveis alteragdes moleculares dos miméticos do

GLP-1 e os eventuais locais de ligacdo a albumina também estdo representados na figura.
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C. Impacto cardiovascular do GLP-1 e seus agonistas

C,. Doenca Cardiovascular e Intervencdo Percutanea Primaria

O enfarte agudo do miocérdio (EAM) é a maior causa de morte e de insuficiéncia
cardiaca (IC) no mundo ocidental (Jax, 2009; Treiman et al., 2010).

Apesar de o tratamento de primeira linha para esta situacdo ser a intervencéo
percutanea primaria (PPCI), as consequéncias que daqui advém sdo sérias e preocupantes. De
um modo genérico, podemos falar em disfuncéo da reperfusdo miocérdica e, concretamente,
em diminuicdo da contractilidade, alteracfes inflamatorias e microtrombéticas, consequéncias
do dano irreversivel de uma determinada area de cardiomidcitos (Treiman et al., 2010).

Em aproximadamente 25 % dos doentes tratados através de PPCI, a disfuncdo da
reperfusdo miocardica leva a um risco particularmente elevado de disfuncdo sistolica

ventricular esquerda e/ou IC, com uma mortalidade superior a 50% (Treiman et al., 2010).

C,. GLP-1Rs e sua distribui¢do no Sistema Cardiovascular

Apesar da maioria das funcdes fisioldgicas do GLP-1 serem atribuidas ao controlo
glicémico, os receptores para esta molécula sdo encontrados numa grande variedade de
tecidos extra-pancreaticos (Saraceni et al., 2007; Grieve et al., 2009; Jax, 2009).

Existe uma larga expressdo de GLP-1R no sistema cardiovascular, tanto de humanos
como de roedores. A localizacdo especifica destes receptores envolve a musculatura lisa
vascular miocérdica, endotélio vascular, cardiomidcitos, endocardio e endotélio e musculatura

lisa coronarios. Esta ampla distribuicdo de GLP-1R no sistema cardiovascular sugere que o

Maria Inés Ribeiro Seixas



FMUC Glucagon-like-peptide-1 — Dimensao Cardiovascular

GLP-1 terd um importante papel na regulacdo de determinadas func¢Ges deste sistema (Grieve
et al., 2009; Jax, 2009).

De facto, estudos recentes tém apontado o0 GLP-1 como modulador de vérios efeitos
benéficos cardiovasculares. Estes, ocorrem em diferentes fungdes tais como, FC, PA, tdnus
vascular e contractilidade miocardica (Anjali et al., 2009; Grieve et al., 2009).

Receptores de GLP-1R também estdo presentes no nicleo do tracto solitario e na area
postrema, ambas regides do SNC reguladoras da fungédo cardiovascular (Baggio et al., 2007;
Abu-Hamdah et al., 2009).

Importa realcar o facto de que a modulacdo de efeitos supracitada, além de se
apresentar benéfica na DCV, também foi observada em modelos experimentais e humanos, na

presenca ou ndo de DM (Grieve et al., 2009; Jax, 2009; Verge et al., 2010).

Cs. Modo de acgao GLP-1 no Sistema Cardiovascular - duas vias propostas

Novas evidéncias sugerem que a biologia do GLP-1, no sistema cardiovascular, é
complexa e provavelmente envolve multiplos receptores e mecanismos (Treiman et al., 2010).

Dois estudos recentes com modelos animais atribuem um papel importante ao
metabolito GLP-1 (9-36) na mediacdo de efeitos no sistema cardiovascular, de forma
independente do GLP-1R. O GLP-1 (9-36) € produzido através da clivagem do GLP-1, pela
enzima DPP-4. Este metabolito € incapaz de activar os GLP-1Rs, ndo apresentando, por isso,
actividade insulionotropica (Ban et al., 2008). Ban et al realizaram estudos em que utilizaram
linhas celulares e coragdes de rato, aos quais foram administradas as duas moléculas, GLP-1
sintético, sob a forma de Exenatide, e GLP-1 (9-36). Os autores demonstraram que o GLP-1R
era expresso nos cardiomiocitos, endocardio, endotélio microvascular e musculo liso das

artérias coronarias, mas ndo nos fibroblastos cardiacos. Mais ainda, o Exenatide, através do
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GLP-1R, revelou uma accéo inotropica no musculo cardiaco, uma vez que induziu 0 aumento
da pressdo arterial diastélica (PAD) ventricular esquerda, a captacdo de glucose, a viabilidade
dos cardiomidcitos ap6s isquémia/sindrome de reperfusdo, bem como através do seu efeito
vasodilatador. Pelo contrario, em relacdo ao GLP-1 (9-36) ndo se observaram accgoes
inotropicas, sendo os seus efeitos mediados independentemente do GLP-1R. Neste caso, 0
processo subjacente & acgdo do GLP-1 (9-36) é dependente da via do Oxido nitrico (NO)/
GMP ciclico (GMPc), que induz a captacdo de glucose e vasodilatacdo, revelando um efeito

positivo na funcédo cardiaca, no periodo pds-isquemia (Ban et al., 2008) (Figura 7).

GLP-1

/yocardm] glucose uptake\ _ /
\ Coronary blood ﬂ0w7

Improved left ventricular function Improved endothelial function
Cardioprotection Vasodilatation

Figura retirada de Nystrom T. (2008)

Figura 7. Estudos recentes demonstram que, adicionalmente aos conhecidos efeitos
insulinomiméticos e insulindtropicos, o GLP-1 apresenta efeitos benéficos na insuficiéncia
ventricular esquerda e disfuncéo endotelial, em doentes com histdria de enfarte miocardico. O
GLP-1 melhora factores hemodinadmicos (o que pode envolver o fluxo sanguineo coronario) e

aumenta a captacdo de glucose, através do NO e GLUT-1.
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C4. GLP-1 e Isquémia Cardiaca

A maioria dos estudos sobre o potencial beneficio do GLP-1 na DCV focam as suas
accOes na isquémia cardiaca e a sua aparente capacidade protectora de dano isquémico nos
cardiomidcitos. Varios estudos, utilizando diferentes modelos experimentais, tém relatado que
0 tratamento agudo com GLP-1 exerce efeitos benéficos apds a isquémia e reperfusdo
miocardica. A maioria dos estudos, até a data, tém utilizado modelos de perfusdo cardiaca
com roedores ex vivo Langendorff com curtos periodos de isquémia (30-45 min) e reperfusdo
(30-120 min) e tém demonstrado que ambas as moléculas, GLP-1 e Exenatide, reduzem
significativamente a area de enfarte, melhorando a recuperacdo da funcdo contractil, apds
oclusdo transitéria da artéria coronaria. Importa referir que resultados semelhantes também
foram relatados in vivo (Grieve et al., 2009).

O tratamento agudo com GLP-1 nativo (na presenca de um inibidor da DPP-4), em
modelos experimentais com roedores, apos um curto periodo de isquémia (30 min), revelou
uma significativa accdo protectora contra o desenvolvimento de areas de enfarte, ap0s
reperfusdo de 2 horas (Bose et al., 2005; Grieve et al., 2009).

Num modelo experimental canino, a administracdo de GLP-1 durante um periodo de
24 h de reperfusdo, apos a oclusdo temporaria da artéria coronaria (10 min), demonstrou
resultados importantes, com uma melhoria significativa da funcdo ventricular esquerda,
embora sem efeitos nas fungdes hemodinamica e sistolica globais (Nikolaidis et al., 2005b;
Grieve et al., 2009).

Um estudo recente que utiliza um modelo de isquémia e reperfusdo em suinos in vivo,
concluiu gque o tratamento prolongado com Exenatide, durante um periodo de trés dias apds
isquémia de 75 min, diminuiu significativamente a dimensdo do enfarte miocardico e

aumentou os niveis de recuperacao das funcdes sistolica e diastolica (Timmers et al., 2009;
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Grieve et al., 2009). Pelo contrario, um estudo anterior, utilizando o mesmo modelo
experimental, inferiu que o tratamento com GLP-1 nativo durante um periodo muito curto de
reperfusdo ndo apresentou quaisquer efeitos sobre a dimensdo do enfarte, embora tenha
diminuido significativamente os niveis intersticiais de piruvato e lactato (Kavianipour et al.,
2003; Grieve et al., 2009).

Curiosamente, um estudo recente indicou que o GLP-1 também pode conferir efeitos
benéficos sobre a isquémia cardiaca no contexto da DM. Foram utilizados como modelos
experimentais ratos normoglicémicos e diabéticos, estes dltimos induzidos com
estreptozotocina (STZ). A ambos os grupos foi administrado liraglutide, por um periodo de
sete dias, e observou-se uma reducao significativa da area de enfarte, bem como da incidéncia
de ruptura cardiaca apés enfarte do miocardio (Grieve et al., 2009; Noyan-Ashraf et al.,
2009). Estes resultados foram associados a um aumento significativo da sobrevida e do débito
cardiaco, embora estes ultimos provavelmente sejam secundarios aos beneficios relatados na
remodelacdo precoce pos-EAM. Mais interessante, foi a constatacdo de que o tratamento
cronico com liraglutide pode conferir vantagens na cardioprotecgéo e sobrevida superiores as
da metformina, apesar de efeitos equivalentes sobre o controle glicémico. Mais ainda, ha
evidéncias que estes achados experimentais, se podem tambem relacionar com a situacédo
clinica. Num estudo ndo randomizado predominantemente de doentes ndo-diabéticos com
EAM, submetidos a intervencdo coronéria percutanea primaria, foi administrado GLP-1
durante 72 h, tendo sido demonstrado que melhora significativamente a fraccdo de ejeccdo
ventricular esquerda e as motilidades global e regional (Nikolaidis et al., 2004b). Além disso,
um estudo randomizado realizado com um nimero semelhante de doentes com preservacao da
funcdo ventricular esquerda e submetidos a revascularizacdo miocardica, concluiu que a
administracdo de GLP-1 12 h antes e 36 h ap0s a cirurgia melhorou o controlo glicémico,

reduzindo a exigéncia de altas doses de insulina ou inotrépicos (Sokos et al., 2007). Este
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estudo, indica que GLP-1 pode ter um potencial beneficio terapéutico para o tratamento da
doenca isquémica cardiaca (Sokos et al., 2007), apesar de serem necessarios estudos mais
detalhados para confirmar estas observages iniciais.

Os mecanismos precisos subjacentes aos efeitos benéficos do GLP-1 na isquémia
cardiaca ainda ndo estdo totalmente estabelecidos. No entanto, varios estudos experimentais
indicam que ocorrem de forma independente dos efeitos sobre o metabolismo da glucose e
podem envolver a ativagdo de GMPc/AMPc e pro-cinases, como PI3K, Akt, glicogénio
sintetase cinase-33, p70s6 cinase, ERK1 /2 e p38 MAPK (Bose et al., 2005a; Ban et al.,
2008; Noyan-Ashraf et al., 2009). Também foi sugerido que o GLP-1 pode exercer o0 seu
efeito protector sobre a isquémia miocardica, pelo menos parcialmente, através de accdes
benéficas sobre a apoptose dos cardiomidcitos, stress oxidativo e mecanismos antioxidantes
enddgenos de defesa (Bose et al., 2005a; Noyan-Ashraf et al., 2009; Timmers et al., 2009). O
papel do GLP-1R na isquémia cardiaca parece ser particularmente interessante. Tem sido
relatado que os efeitos protectores do Exenatide, contra o dano ex vivo isquémia-reperfuséo, e
do liraglutide, contra a apoptose dos cardiomidcitos induzida por EAM, sdo completamente
abolidos pelo antagonista do GLP-1R, Exendin (9-39), sugerindo que as mudancas que
ocorrem no inicio da remodelacdo pos-isquémia sdo mediadas exclusivamente através do
GLP- 1R (Bose et al., 2005a;. Sonne et al., 2008; Noyan-Ashraf et al., 2009).

No entanto, estudos recentes sugerem que o GLP-1 pode melhorar a recuperacdo
funcional na isquemia cardiaca, através de mecanismos independentes do GLP-1R, que
podem envolver o seu metabolito "inactivo™ GLP-1 (9-36). O tratamento agudo com GLP-1
(9-36) apos a reperfusdo (e ndo antes do inicio da isquémia) resultou numa melhoria da
recuperacdo funcional, que ocorreu independentemente do GLP-1R (Ban et al., 2008; Sonne
et al., 2008). Curiosamente, os efeitos benéficos do GLP-1 na recuperacédo funcional cardiaca

observada nos coracGes de ratos com GLP-1R foram abolidos pelo inibidor da DPP-4,
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sitagliptina, sugerindo que estes efeitos foram mediados pelo seu produto de degradacdo, o
GLP-1 (9-36) (Ban et al., 2008).

Em suma, estas experiéncias ndo so6 fornecem dados convincentes da existéncia de
vias independentes do GLP-1R, mas também sugerem uma possivel divergéncia dos
mecanismos subjacentes aos efeitos mediados pelo GLP-1 sobre a isquémia cardiaca. Este
facto faz avancar a intrigante possibilidade de direccionamento terapéutico selectivo de
diferentes aspectos do fenotipo isquémico, embora pesquisas mais pormenorizadas sejam

claramente necessarias antes que esta pode ser uma realidade (Grieve et al., 2009).

Cs. GLP-1 e Insuficiéncia Cardiaca

A maioria das pesquisas sobre o potencial terapéutico do GLP-1, no contexto da DCV,
aborda o tema da isquémia cardiaca. No entanto, varios estudos recentes, experimentais e
clinicos, também demonstram efeitos funcionais favoraveis do GLP-1 no contexto da IC
(Grieve et al., 2009).

O coracdo adulto normal apresenta a capacidade de utilizar varios substratos para a
formacdo de fosfatos de alta energia, nomeadamente acidos gordos ndo esterificados
(AGNEs), glicose e lactato, sendo os primeiros o substrato metabdlico preferencial, devido a
alta producdo de adenosina trifosfato (ATP) quando completamente oxidados. No entanto, em
determinadas circunstancias, tal como na IC e EAM, nas quais coexistem fenomenos de
isquémia e consequente aumento do metabolismo cardiaco, na tentativa de a superar, 0
substrato preferencial € a glicose, uma vez que leva a uma producdo mais rapida de ATP. Esta
adaptacdo metabolica € mediada por processos fisioldgicos e transcripcionais (Sokos et al.,

2006).
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O conceito de que a disfungdo ventricular esquerda predispde, ndo sO ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina pelo miocéardio, mas também a nivel periférico,
apresenta actualmente bases cientificas sélidas. Deste modo, a insulino-resisténcia ocorre no
contexto da IC, mesmo na auséncia de DM. Na verdade, a alteracdo da homeostase normal da
glucose foi observada em, aproximadamente, 43% dos doentes com Insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) e constitui um parametro na classificacdo da IC proposta pela New York
Heart Association (NYHA) (Sokos et al., 2006).

A grande maioria dos estudos, referentes ao tema da insulino-resisténcia do miocérdio
e da magnitude dos mecanismos celulares em causa, tem sido realizada com modelos caninos
portadores de miocardiopatia dilatada (Sokos et al., 2006).

A principal conclusdo destes estudos assenta no facto de que se poderia melhorar a
funcdo cardiaca através de um aumento da utilizacdo de glicose. A administracdo de Glicose-
insulina-potassio (GIK) tem sido estudada como adjuvante no tratamento do EAM, na
tentativa de aumentar a captacdo de glicose pelo miocarido e posterior oxidagdo. O uso de
administragdes de GIK no tratamento da ICC é limitado pelo facto de serem necesséarias
grandes quantidades de volume de fluidos. Um agente com caracteristicas e
efeitos similares na captacdo de glicose pelo miocardio e menos exigéncias de volume
constituiria um metodo terapéutico alternativo altamente atraente. Uma hipdtese colocada é
precisamente o GLP-1 (7-36), hipotese esta, justificada pelas suas acc¢des insulinotropicas e
insulinomimeéticas, intimamente relacionadas com o valor da glicemia, com o reduzido risco
de ocorréncia de hipoglicémia e com o facto de ndo ser necessaria a administracdo de glucose.
(Sokos et al., 2006).

Num modelo experimental canino com miocardiopatia dilatada, a administracdo a
curto prazo de GLP-1 recombinante, ao longo de 48 h, tem sido relacionada com uma

melhoria significativa nas func@es sistolica e diastolica, com o aumento da sensibilidade a
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insulina pelo miocérdio e com o consequente aumento da captacdo de glucose (Nikolaidis et
al., 2004a). Curiosamente, o GLP-1 (9-36) também mostrou exercer efeitos benéficos
similares aos demonstrados para a molécula nativa de GLP-1 neste modelo (Nikolaidis et al.,
2005b). Este facto apoia a ideia crescente de que a forma metabolicamente “inactiva” do
GLP-1 pode desempenhar um papel activo a nivel do sistema cardiovascular. Além disso,
estudos experimentais com ratos propensos ao desenvolvimento de IC (caracterizados por
obesidade, insulino-resisténcia, hipertensdo arterial e miocardiopatia dilatada), tratados
cronicamente com GLP-1 a partir dos 9 meses de idade (altura em que evoluem para uma
insuficiéncia cardiaca avancada e morte) apresentaram fungdo cardiaca contractil preservada,
aumento da captacdo miocardica de glucose e uma reducdo significativa da apoptose dos
cardiomidcitos. Embora este estudo conclua que o GLP-1 exerce um estimulo para a captacdo
de glucose pelo miocéardio, ndo estabelece claramente a nocdo se os seus efeitos benéficos
sobre a funcdo contractil ocorrem devido a uma accéo cardiaca directa ou secundaria aos seus
efeitos insulinotropicos e insulinomiméticos (Poornima e tal., 2008).

E importante realcar que estes dados experimentais sio suportados por estudos pré-
clinicos, que indicam que o GLP-1 pode também melhorar a fungdo contréctil do ventriculo
esquerdo em doentes com IC cronica. Uma investigacdo inicial realizada com um pequeno
numero de doentes diabéticos tipo 2 e insuficiéncia cardiaca cronica concluiu que, a curto
prazo, a administracdo de GLP-1, num periodo de 3 dias, tende a melhorar as funcdes sistdlica
e diastolica, embora estas alteragbes ndo tenham logrado significancia estatistica
(Thrainsdottir et al., 2004). No entanto, se se aumentar a duracdo do tratamento com GLP-1
para 5 semanas, tanto em doentes diabéticos como em doentes normoglicémicos, e ambos
com IC cronica (classes Il e IV da NYHA), o resultado é de uma melhoria significativa da
fraccdo de ejeccdo, do consumo de oxigénio pelo miocardio e do status funcional. Nao foi

observado qualquer efeito do GLP-1 a nivel cardiovascular em doentes com fun¢éo cardiaca

Maria Inés Ribeiro Seixas



FMUC | Glucagon-like-peptide-1 — Dimensao Cardiovascular

normal (Sokos et al., 2006). Embora estes estudos pré-clinicos constituam um incentivo para a
potencial utilizacdo de GLP-1 no tratamento da IC, a pesquisa nesta area precisa de ser
aprofundada e mais significativa, com fim a confirmar estas observagdes iniciais, investigar
0s mecanismos subjacentes e explorar possiveis interaccfes medicamentosas com as
terapéuticas actuais para a insuficiéncia cardiaca.

Halbirk et al., (2010) estudaram os efeitos metabolicos e cardiovasculares da
administragdo de GLP-1, por um periodo de 48 horas, em 20 individuos ndo-diabéticos com
ICC estavel, fraccao de ejeccdo inferior a 40%, classificados pela NYHA nas classe I1-11l. Os
mesmos individuos receberam administracdes de GLP-1 ou placebo, consoante o grupo a que
pertenciam. O GLP-1 promoveu um aumento da insulina plasmética e, consequentemente
uma diminuicdo da glicemia, bem como uma ligeira, mas significativa, elevagdo nos valores
de PAD e FC. No entanto, ndo se registou um impacto significativo em parametros, tais como
fraccdo de ejeccdo ventricular esquerda (FEVE), funcdo cardiaca de contractilidade
miocardica regional e BNP. Em 8 doentes registaram-se periodos de hipoglicémia, pelo que é
necessario um estudo rigoroso do impacto de um possivel tratamento com GLP-1, em
individuos com insuficiéncia cardiaca mas ndo diabéticos, dada a possibilidade de ocorréncia
de hipoglicémias frequentes.

Apo0s a administracdo de GLP-1, durante 72 horas, registaram-se melhorias na fraccéo
de ejeccdo ventricular esquerda, em 10 doentes com FEVE menor que 40%, aquando da
administracdo simultanea da terapéutica standard (Sjoholm, 2009; Treiman et al., 2010).

Estes resultados sdo contrastantes com a maioria dos estudos feitos com base em

modelos experimentais animais e humanos tratados com GLP-1, no contexto de IC.
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Cs. GLP-1 e seus analogos - Pressdo arterial e Frequéncia cardiaca

O Exenatide, o primeiro agonista do GLP-1 aprovado para uso clinico, actua
fundamentalmente na diminuicdo da glicémia, mas apresenta outros efeitos, nomeadamente a
nivel da presséo arterial e frequéncia cardiaca.

Estudos experimentais revelaram que a administracdo de Exenatide a doentes com DM
tipo 2 e obesos resultou, ndo s6 numa melhoria dos niveis plasmaticos de glucose e perda
ponderal significativas, mas também numa reducdo dos valores de pressdo arterial sistolica
(PAS), proteina C reactiva (PCR) e triglicerideos (Dandona et al., 2010).

O estudo de Okerson et al., (2010) conclui que had uma reducao consistente na PAS (2-
3 mmHg) apds o tratamento com Exenatide, quando comparado com placebo ou tratamento
com insulina. As reducfes na PAS foram maiores nos casos de hipertensdo sistélica pré-
existente, sendo a maior reducdo atribuida aos casos em que este valor era superior a 150
mmHg (4.6-8.2 mmHg). Quanto a PAD, néo se verificou nenhuma alterag&o dos seus valores.
Consequentemente, houve uma reducdo significativa da pressdo de pulso, na ordem dos 3
mm, nos doentes em que a esta era superior a 40 mmHg.

Numa outra analise, com um grupo de individuos Afro-americanos, os resultados
obtidos foram similares aos descritos acima. Esta diminui¢éo dos valores da PA ndo pode ser
explicada com base na perda ponderal concomitante, parecendo independente deste facto.
Tendo em conta que a rigidez e espessamento arteriais constituem dois factores importantes
para 0 aumento da PAS, sdo necessarios estudos do efeito do Exenatide na velocidade da onda
de pulso arterial. (Dandona et al., 2010; Okerson et al., 2010).

Os efeitos benéficos do exenatide e outros andlogos do GLP-1 tém sido confirmados

por diversos artigos, incluindo os mais recentes com o liraglutide (Dandona et al., 2010).
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Tendo em conta o efeito adicional importante de perda ponderal, estes agentes séo
potenciais agentes terapéuticos para a Sindrome Metabdlica, em doentes com ou sem DM.

Além dos efeitos apontados acima, tém sido atribuidos ao Exenatide acgdes
cardioprotectoras em doentes com historia de EAM. O mecanismo subjacente a estas ac¢oes
ndo sdo totalmente claros. A sua potencial ac¢do anti-inflamatéria pode estar na base destes
mecanismos. Mais ainda, o Exenatide pode exercer adicionalmente um efeito anti-apoptético
insuline-like (Dandona et al., 2010; Okerson et al., 2010).

Em modelos experimentais, estes agentes tém revelado efeitos vasodilatadores, com
inducdo da libertacdo de GMPc e AMPc, bem como efeitos protectores do dano pds-isquémia
(Nystrom, 2008).

Importa realgar o facto de que todas estas investigacGes sdo recentes e, por isso,
muitos dos processos subjacentes continuam por esclarecer. Além disso, as condicdes e
caracteristicas de cada estudo sdo diferentes, podendo levar a resultados divergentes. Nesta
perspectiva, Blasquez e os seus colaboradores observaram que o GLP-1 (7-36) NH, exerce
um aumento dose-dependente na PA e FC, em modelos experimentais com roedores,
enquanto que o GLP-1 (1-37) provoca apenas um ligeiro aumento nestes valores. Alem disso,
o tratamento prévio com propanolol, fentolamina ou reserpina ndo previne estes efeitos, o que
sugere que nao sdo mediados pelos receptores catecolaminicos. Além destes aspectos, 0
Exenatide mostrou induzir um aumento dose-dependente e prolongado na PA e FC, que pode
ser bloqueado pelo Exendin (9-39), o que demonstra que a ocupa¢do do GLP-1R € necessaria
para se obterem estes efeitos. No entanto, as doses necessarias de Exendin (9-39) para a
inibicdo das accdes do GLP-1/Exenatide foram 300 vezes superiores as dos respectivos
agonistas do receptor. Por este motivo, pensa-se que um mecanismo central possa estar
envolvido na regulacdo das acc¢des vasculares do GLP-1. Na verdade, o GLP-1R é altamente

expresso a nivel cerebral, particularmente no hipotalamo, tronco cerebral, area postrema e
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nucleo do tracto solitario; areas estas, que se sabe estarem envolvidas na regulacdo da funcéo
cardiovascular (Nystrom, 2008).

A administragdo intraventricular de GLP-1, em roedores, eleva a PA e FC e estes
efeitos podem ser inibidos pela administragdo prévia de Exendin (9-39) pela mesma via, ndo
se verificando o mesmo por via endovenosa. Contudo, se ambas as administragdes forem
endovenosas, 0 mecanismo inibidor do Exendin (9-39) mantém-se (Nystrom, 2008; Treiman
et al., 2010).

O procedimento cirdrgico de vagotomia bilateral impede as ac¢des do GLP-1 e do
Exendin (9-39) administrados via intraventricular, mas ndo via endovenosa. Estas evidéncias
sugerem que o duplo controlo a nivel central das accbes do GLP-1 sobre os parametros
cardiovasculares é dependente da transmissdo parassimpatica, enquanto que a regulacdo por
estruturas nervosas periféricas, ndo ¢ mediada por receptores adrenérgicos nem pelo nervo
vago, podendo, em parte, envolver uma interac¢do directa com os vasos. Por outro lado, foi
recentemente mostrado que doses de exenatide, que se sabe aumentarem a PA e FC, também
induzem imunorreactividade Fos-like (FOS-IR) em regides cerebrais e na medula supra-renal,
com uma distribuicdo semelhante a dos neurdnios catecolaminérgicos, que executam um
papel central na regulacdo do Sistema Nervoso Simpatico (SNS). Estas observacdes sugerem
que as accles do GLP-1, a nivel cardiovascular, envolvem a integracdo de efeitos directos e
indirectos, cardiacos e neuronais, respectivamente (Nystrom, 2008).

Com base neste ultimo estudo, que revela o aumento da PA e FC por parte do GLP-1 e
seus analogos, novas duvidas surgem relativamente ao seu uso como farmaco anti-diabético.
Todavia, os efeitos a longo prazo do tratamento com GLP-1 diferem daqueles registados com
modelos experimentais animais. De facto, ap6s um tratamento com Exenatide, por um
periodo de 82 semanas, a PAS e PAD diminuiram, provavelmente devido a uma melhoria dos

niveis plasmaticos de glucose e lipidos, bem como devido a uma perda ponderal significativa.
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Mais recentemente, foi demonstrado que um tratamento com GLP-1 por 14 semanas
melhora o controlo glicémico, provoca uma perda ponderal e diminui a PAS. E de notar, que
a reducdo na PA ocorreu mais cedo do que a possivel influéncia do peso corporal (Nystrom,
2008).

Finalmente, importa referir que, no més de Julho do ano corrente, as Sociedades de
Endocrinologia e Diabetologia referiram que o uso do Liraglutide, na prética clinica, esta
associado a um aumento da FC, na ordem dos 2-8 batimentos por minuto (bpm), pelo que
novas investigagbes nesta area sdo necessarias para o esclarecimento da actuacdo dos

analogos do GLP-1 a nivel cardiaco (Drucker et al., 2011).

C;. Exenatide- Pressdo arterial sistdlica e Diabetes Mellitus tipo 2

Aproximadamente trés em cada quatro doentes com DM tipo 2 séo hipertensos, o que
constitui mais um factor de risco importante de morbilidade e mortalidade cardiovasculares.

Um adequado controlo dos valores de presséo arterial, nos doentes diabéticos, reduz
significativamente o risco de EAM, AVC e morte subita.

Actualmente, todas as Sociedades de Endocrinologia e Diabetologia recomendam um
limite inferior a 130/80 mmHg para as pessoas com DM e Hipertensao arterial (HTA). Para
este objectivo se cumprir, sdo frequentemente necessarios multiplos agentes anti-
hipertensivos, cujos mecanismos de ac¢do sdao complementares. Embora esta multiplicidade
de agentes reduza a quantidade de comprimidos administrados pelo doente, um farmaco que
actue em ambas as situacGes, DM e Hipertensdo Arterial (HTA), seria o ideal, uma vez que
aumentaria a comodidade e a adesdo do doente a terapéutica e reduziria eventuais interacgoes

medicamentosas (Okerson et al., 2010; Verge et al., 2010).
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Em estudos experimentais, os efeitos do Exenatide na reducdo da PA foram
observados apesar de néo existirem alteracGes significativas dos agentes anti-hipertensores e a
correlacdo com a perda ponderal é diminuta, o que sugere que esta reducdo dos valores da PA
seja mediada por um mecanismo alternativo (Okerson et al., 2010).

Numa investigacdo da United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS), em
individuos diabéticos e hipertensos, concluiu-se que, cada reducdo de 10 mmHg na PAS
estava associado a uma diminui¢do de 15 % do risco de morte por DM. Uma vez que a PA
esta intimamente relacionada com o risco cardiovascular, redugdes nos valores da PA
constituem um beneficio em doentes diabéticos com HTA (Okerson et al., 2010).

No Heart Outcomes Prevention Evaluation study, que compara a eficacia do Ramipril
com placebo, a reducdo de 2,5 mmHg na PAS e 1 mmHg na PAD, em individuos diabéticos,
foi associada a uma reducdo de 25% do risco de EAM e AVC. Porém, outros mecanismos,
além da reducéo da PA, podem ter sido responsaveis por estes resultados.

Os dados actuais sugerem que os agonistas do GLP-1 actuam na PA através de varios
processos, diferentes dos levados a cabo pelos agentes anti-hipertensores, mas possivelmente

complementares (Figura 8).
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Functional recovery of the postischemic
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Figura retirada de Nystrom T. (2008)

Figura 8. Efeitos fisiologicos, in vivo e in vitro, do GLP-1 e do Exenatide a nivel cardiaco.

D. Impacto do GLP-1 na fun¢éo endotelial

D;. Endotélio

Actualmente, ndo existem davidas de que o endotélio possui um papel crucial na
homeostase vascular, atraves da modulacdo do fluxo sanguineo, do fornecimento de
nutrientes e O, da proliferacdo e migracdo das células musculares lisas, da fibrinolise e
coagulagdo, da inflamacdo e adesdo de células como as plaquetas e leucdcitos (Nystrom,
2008).

O vaso arterial é constituido por trés diferentes camadas, apresentando cada uma delas

fungdes distintas:
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1. Tunica intima- uma Unica camada de células endoteliais;

2. Tunica média- células musculares lisas;

3. Tunica adventicia- lamina elastica, com fibras nervosas terminais, rodeada por

tecido conjuntivo.

A importancia do endotélio ganhou uma dimenséo crescente, juntamente com o estudo
dos fendmenos de vasodilatagdo e vasoconstrigéo.

A actividade vasodilatadora é mediada por factores produzidos a nivel endotelial,
nomeadamente o NO. Este factor, com origem na L-arginina, difunde-se rapidamente pelas
células musculares lisas endoteliais, onde se liga ao grupo heme da guanilato-ciclase soltvel,
promovendo a formacdo de GMPc. Este ultimo é definido como um segundo mensageiro, que
activa, por sua vez, uma proteina cinase, levando a um aumento da libertacdo de calcio, a
partir do citoplasma das células musculares lisas endoteliais. Consequentemente, hd uma
inibicdo da maquinaria celular contractil, promovendo-se, deste modo, o fendmeno da
vasodilatacdo (Nystrom, 2008; Sjoholm, 2009).

A producéo e libertacdo de NO pode ser elevada através da presenca de factores, como
acetilcolina, bradicinina e serotonina, uma vez que estas moléculas activam a enzima NO
sintetase (eNOS). Acresce que, existem determinadas circunstancias que levam a libertacédo
deste factor endotelial vasodilatador. Entre elas, constam a resposta a uma situacao de stress e
contextos generalizados de vasoconstricao.

Uma importante e crescente evidéncia indica que o anido nitrito representa a maior

fonte intravascular e tecidular de NO.
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Além do seu potente efeito vasodilatador, o NO apresenta muitas outras fungdes
“protectoras” do endotélio, através da inibigdo da expressdao de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas e da adesdo de leucécitos as células musculares lisas endoteliais. Esta ultima
accdo limita a posterior adesdo de plaquetas as referidas células, inibindo, deste modo, a
proliferacdo da tGnica média dos vasos arteriais constituintes do endotélio. Todos estes
fendmenos descritos, inibidos pelo NO como dito acima, constituem os estagios primordiais

do fendmenos de aterosclerose (Arakawa et al., 2010).

D,. Disfuncéo endotelial - fisiopatologia

Em resposta a alteracfes hemodindmicas e matabdlicas, o endotélio sintetiza e liberta
substancias vasoactivas.

O termo disfuncgéo endotelial é utilizado para designar o desiquilibrio entre a producéo
de factores vasodilatadores, como 0 NO e a prostaciclina (PGl,), e factores vasoconstrictores,
como a endotelina-1 (ET-1), angiotensina- Il (AT-II) e determinadas prostaglandinas (PGH,).
Perante este desiquibrio, o sistema vascular endotelial fica exposto a condi¢des pro-
tromboticas e pré-aterogenicas, o que, por sua vez, leva a um predominio da vasoconstri¢éo,
adesdo de leucocitos e plaquetas, mitogénese, stresse oxidativo, actividade inflamatoria,

aterosclerose e trombose (Nystrom, 2008) (Figura 9).
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Figura 9. O termo disfuncdo endotelial refere-se ao desiquilibrio entre a producéo de factores
vasodilatadores (NO, EDHF, PGI2) e factores vasoconstritores (ET-1, AT-Il, PGH2). Este
desiquilibrio, afecta a homeostase endotelial e expde as células endoteliais a um ambiente
pro-tromboético e pro-aterogénico. A disfuncdo endotelial é um factor-chave em todos os

estadios da aterosclerose.

Na presenca de factores promotores de aterosclerose, incluindo a DM, a actividade
vasodilatadora do endotélio é enfraquecida.

Sob determinadas circunstancias, a constricdo paradoxal das artérias coronarias,
devida a estimulacdo pela acetilcolina, € observada (Arakawa et al., 2010).

Apesar da etiologia da disfuncdo endotelial ainda ndo estar completamente
esclarecida, varios estudos apontam um papel importante a diminuicdo da actividade
bioldgica mediada pelo NO. Na presenca de concentragdes sub-0ptimas de substrato (nitrito)

ou co-factores (NADPH, BHy,) para a sintese de NO, a eNOS pode produzir espécies reactivas
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de oxigénio (ROS), como o anido superoxido e o perdxido de hidrogénio, levando a um
ambiente celular de stress oxidativo. Altas concentracdes destas espécies levam a uma
saturagdo dos sistemas scavenger, mecanismos intra e extra-celulares de defesa, o que leva a

uma exacerbacdo da situacdo de stress oxidativo (Nystrom, 2008).
Ds. Disfungéo endotelial - Diabetes Mellitus e aterosclerose

A disfuncdo endotelial é considerada uma caracteristica major do processo de
aterosclerose, com evolucgdo clinica progressiva para DCV. Juntamente com a obesidade e
insulino-resisténcia, a disfuncdo endotelial € comum em doentes com DM e pode explicar um
progndstico menos favoravel em conjunto com esta doenca (Nystrém, 2008).

A insulino-resisténcia verificada a nivel dos tecido muscular esquelético, adiposo e
hepatico, constitui um evento bem caracterizado nos individuos obesos e com DM e contribui
para um agravamento da homeostase da glucose. Além destes aspectos, 0 miocardio tambem
pode apresentar insulino-resisténcia, o0 que explica, em parte, 0 desenvolvimento de IC nestes
doentes (Nystrém et al., 2004; Nystrém, 2008).

A associacdo entre insulino-resisténcia e disfuncdo endotelial levou a novas
investigacOes, que revelaram a importancia de habitos de exercicio fisico e alteracGes na dieta
nestes doentes e/ou prescricdo de agentes farmacologicos. As atitudes mencionadas podem
levar ao aumento da sensibilidade periférica a insulina e melhorar a funcao endotelial.

O GLP-1, como anti-diabético que €, diminui os niveis de glucose plasmaticos e
oferece uma nova e promissora abordagem do tratamento da DM. Os seus diferentes efeitos
extra-pancreaticos, nomeadamente os cardiovasculares, sdo fulcrais para se constituir esta

conexao.
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A DCV ¢ a complicacdo mais comum e mais séria da DM tipo 2. Estes doentes tém,
ndo sé um elevado risco cardiovascular, mas também um progndstico pobre, a curto e longo
prazo, apés um evento de EAM. Com efeito, a taxa global de mortalidade por doenga
coronéria, em individuos com DM tipo 2 e sem EAM prévio, é tdo elevada como a para
individuos ndo diabéticos e com antecedentes de EAM. Perante estas evidéncias, imp6s-se a
necessidade de pesquisas aprofundadas na tentativa de compreender 0S processos e
mecanismos subjacentes a estas observacoes (Nystrom, 2008; Verge et al., 2010).

Independentemente dos factores de risco em causa, a aterosclerose é uma doenga
inflamatoria em que a disfuncdo endotelial desempenha um papel essencial em todas as fases

deste processo inflamatdrio (Arakawa et al., 2010).

D,. Efeitos do GLP-1 na funcéo endotelial

A administracdo intravenosa de GLP-1 em doentes com DM e doencga coronaria tem
vindo a mostrar resultados muito positivos na melhoria da fungdo endotelial destes doentes.
No entanto, certos factores, como as diferencas entre os niveis circulantes de peptideo-C e
glucagon, podem influenciar a conclusao destes estudos (Nystrom, 2008).

Foi recentemente afirmado que, a administracdo de GLP-1, em individuos saudaveis,
aumenta os niveis de vasodilatacdo, mesmo a mediada por acetilcolina, através de um
mecanismo independente das alteracBes dos niveis plamaticos de glucose e insulina (Treiman
etal., 2010).

O GLP-1 néo altera a resposta vasodilatadora ao nitroprussiato, 0 que sugere que este
peptideo cause vasodilatacdo via NO e envolvendo canais de K atp (Nystrém, 2008).

Algumas investigacbes com modelos experimentais animais também descrevem

efeitos benéficos na funcao endotelial, por parte do GLP-1. O tratamento cronico com GLP-1
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de ratos alimentados com uma dieta rica em sal restaura parcialmente as fungdes endoteliais.
Por outro lado, a resposta vasodilatadora de ratos tratados com acetilcolina foi quase duas
vezes superior a obtida no grupo acima. Ja o efeito vasodilatador em resposta ao DEA
NONOate (dador de NO) foi similar em ambos 0s grupos, o que sugere que o efeito do GLP-1
envolve o endotélio. Além disso, a administracdo de Exenatide ou GLP-1 a ratos com DM
induzida com estreptozotocina/nicotinamida, restabelece o seu tonus vascular normal. O facto
de existir este restabelecimento da funcdo endotelial, nestes dois modelos experimentais,
parece ser consequéncia da melhoria do controlo metabolico e ndo de um efeito directo dos

peptideos nas células endoteliais (Nystrom, 2008) (Figura 10).

The endothelium

In vivo effects (species)
Improvement in endothelial function
(rodent and human)
Endothelial-dependent vasodilatation T
(human)
Blood pressure T (rodent and human)
Blood pressure | (human)
Selective vasodilatation (rodent)
Coronary blood flow T in a dilated
cardiomyopathy model (dog)*
Coronary blood flow — (dog)

In vitro effects
Vasorelaxation of pulmonary and conduit
arteries
Stimulation of eNOS activity and NO
release
Apoptosis | and cell growth T
Inhibition of TNF-z-induced expression of
PAI-1

Adaptado de Nystrom (2008)

Figura 10. Efeitos fisioldgicos, in vivo e in vitro, do GLP-1 e do Exenatide a nivel endotelial.
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Ds. Vias sinalizadoras da ac¢do do GLP-1 no endotélio

Richter e seus colaboradores descreveram pela primeira vez os efeitos vasodilatadores
do GLP-1, efeitos esses dose-dependentes, em anéis arteriais isolados a partir de modelos
roedores. As imagens radioldgicas revelaram uma ligacdo directa do GLP-1 em locais
especificos da tunica de células musculares lisas, mas ndo no endotélio. Além disso, apés a
remocgao da camada endotelial, o efeito vasodilatador do GLP-1 foi abolido, o que demonstra
que este efeito apenas ocorre se o endotélio estiver intacto. Por outro lado, a inibicdo da eNOS
com L-NAME (L-Nitro-Arginine Methyl Ester), também leva & abolicdo do efeito
vasodilatador mediado pelo GLP-1 nas artérias pulmonares, em modelos experimentais
roedores, 0 que suporta a conclusdo de que o endotélio estad envolvido directamente neste
efeito (Nystrom, 2008; Sjoholm, 2009).

Pelo contrario, o efeito vasodilatador do GLP-1, em modelos experimentais com ratos,
ndo parece ser mediado pelo endotélio ou via NO. Neste caso, o efeito pode ser totalmente
inibido com Exendin (9-39), demonstrando o envolvimento especifico da ligacdo ao GLP-1R.

Estudos experimentais, verificaram em células humanas isoladas da artéria coronaria,
que o GLP-1 e o Exenatide rapidamente activam a eNOS e estimulam a producdo de NO, o
que promove a proliferacdo celular e inibe a apoptose por glucolipotoxicidade. Mais ainda,
em células vasculares endoteliais, o GLP-1 protege, aparentemente, contra a disfuncéo
endotelial mediada pelo Factor de Necrose Tumoral o (TNF-a), através da regulagdo da
expressdao de moléculas de adesdo vascular (VCAMSs), do Inibidor da activacdo do
plasminogénio (PAI-1) e da secrecdo proteica. As vias moleculares activadas pelo GLP-1 nas
células endoteliais permanecem inconclusivas e necessitam de um estudo mais aprofundado

para maior clarificacdo (Arakawa et al., 2010) (Figura 11).
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Figura 11. Vias moleculares hipotéticas da accdo do GLP-1 a nivel do miocardio (esquerda) e

endotélio (direita). Os efeitos protectores deste peptideo envolvem uma variedade de vias,

cujos constituintes maioritarios sdo cinases, tais como: Akt-1, PI-3K, P44/42 e MAPK. O

aumento da captacdo de glucose ocorre devido a activacdo das vias NO e p38MAPK pode, em

parte, exercer um efeito protector do miocérdio contra a isquémia.

Estudos recentes com modelos experimentais roedores revelaram que a elevagdo da PA pelo

GLP-1 envolve vias do SNC com transmissdo parassimpatica. Este efeito pode ser bloqueado

por um antagonista especifico do GLP-1R, demonstrando a necessidade de ocupagdo deste

receptor para se obter o efeito. No entanto, estudos in vivo, indicam que o GLP-1 promove

vasodilatacéo e restabelece a fun¢do endotelial em humanos, efeitos que podem, em parte, ser

mediados via NO e envolver canais Katp. Além disso, em células endoteliais humanas
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isoladas a partir da artéria coronaria humana, o GLP-1 e o Exenatide activam rapidamente a

producéo de NO, a partir da eNOS.

Ds. Exenatide - reducdo das lesbes aterosclerdticas

A aterosclerose é um processo patolégico complexo que envolve varias reacgoes
inflamatorias.

A interaccgdo entre as células endoteliais e 0s mondcitos desempenha um papel crucial
na formacdo do ateroma. Deste modo, a adesdo dos mondcitos as células endoteliais, na
thnica intima, constitui um dos primeiros eventos da aterogénese. Consequentemente, ha uma
invasdo da parede vascular por estas células, iniciando-se um processo de reacgdes
inflamatorias a este nivel. Apds esta fase, 0s mondcitos transformam-se em macréfagos,
iniciando-se um processo de quimiotaxia, que envolve varias citocinas pro-inflamatdrias
(Arakawa et al., 2010).

O GLP-1R é expresso em grande numero nas células endoteliais, células musculares
lisas, macrofagos e mondcitos (Treiman et al., 2010).

Estudos apontam que o Exenatide previne a progressdo do processo aterosclerotico,
em modelos experimentais com ratos (apo E ), uma vez que reduz a expressdo de
mediadores inflamatorios, como TNF-a e Proteina quimiotactica de mondcitos-1 (MCP-1),
em macrofagos activados. Estes dois mediadores inflamatdrios foram objecto de estudo e esta
estabelecido o seu efeito aterogénico. A inducdo da expressdo destes mediadores em ratos
promove o0 desenvolvimento de lesbes aterosclerdticas. Assim, este efeito nos
monaocitos/macrofagos, conjuntamente com o efeito do GLP-1 a nivel endotelial, podem

significar um impacto major na reducéo do processo de aterosclerose (Goto et al., 2011).
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Os principais efeitos do GLP-1 sdo mediados através da activacdo da adenilciclase e
consequente producdo de AMPc. Assim, utilizando um inibidor e activador desta enzima, foi
demonstrado que a estimulacdo do AMPc, pelo Exenatide, é fundamental para atenuar a
producdo de mediadores inflamatorios, a nivel macrofégico. Este resultado é consistente com
estudos anteriores, em que o aumento dos niveis intracelulares de AMPc inibe a producédo de
TNF-a e a sua transcrigdo em macréfagos (Nystrom, 2008; Treiman et al., 2010).

Estes dados sugerem que o Exenatide regula a resposta inflamat6ria nos macréfagos,

via AMPCc/PKA, que inibe, por sua vez, a produgéo de citocinas inflamatorias.
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4. CONCLUSOES

N&o existem ddvidas quanto a eficacia do GLP-1 e seus agonistas no tratamento da
hiperglicémia associada a DM tipo 2. No entanto, estudos recentes tém vindo a demonstrar
que os referidos agentes terapéuticos também exercem efeitos benéficos no contexto de
patologia cardiovascular, 0 que podera levar a hipoteses terapéuticas adicionais para a DCV,
em doentes diabéticos ou normoglicémicos (Grieve et al., 2009).

Os mecanismos precisos de actuacdo do GLP-1 e seus analogos subjacentes a estes
potenciais efeitos protectores cardiovasculares séo, ainda, largamente desconhecidos e, pelos
estudos até entdo, muito complexos. Estudos recentes suportam a ideia da existéncia de
processos independentes do classico, que integra 0 GLP-1R e/ou existéncia de multiplos
GLP-1Rs distribuidos pelo Sistema Cardiovascular. Além disso, existem evidéncias de que a
forma metabolicamente inactiva do GLP-1, GLP-1 (9-36), possa desempenhar um papel
significante no referido sistema. Existem, deste modo, muitas contradigdes quanto a acgédo de
ambas as moléculas, pelo que é fundamental a continuacdo de investigacdo nesta area, na
tentativa de clarificar as accoes e os efeitos dos peptideos em causa (Aulinger et al., 2007;
Grieve et al., 2009).

GLP-1 e seus analogos tém demonstrado provas consistentes da sua accao
cardioprotectora num elevado ndmero de estudos com modelos animais, nomeadamente na
proteccdo contra a isquémia miocardica apos reperfusdo e no aumento da contractilidade
miocardica, sob condicdes de stress. Pensa-se que 0 mecanismo major subjacente a estes
efeitos seja 0 aumento da captacao de glucose a nivel miocardico (Bose et al., 2005).

O tratamento com GLP-1, Exenatide ou Liraglutide esta associado, em muitos estudos
com animais e humanos, a uma diminuicéo dos valores das pressdes sistolica e diastolica. No

entanto, importa realcar que, nesta area os resultados sdo contraditérios, uma vez que em
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estudos mais recentes com modelos animais, demonstrou-se um aumento dos referidos
valores, provavelmente por um mecanismo regulado a nivel do SNS. Pelo contrério, num
estudo com modelos humanos, a administracdo continua de GLP-1, tende a diminuir a PA e a
aumentar a FC (Drucker et al., 2011). A raz&o destas aparentes discrepancias ndo séo claras,
apesar das diferencas entre espécies, doses administradas e duracdo dos tratamentos poderem
ser importantes para a divergéncia de resultados (Nystrom et al., 2004).

Estudos recentes com modelos animais mostraram também que o uso de anédlogos de
GLP-1 pode estar na base da hiperplasia das células C da tirdide e da ocorréncia de
pancreatites agudas (Waser et al., 2011).

Para finalizar, tendo em conta que a DCV € uma das principais causas de morbilidade
e mortalidade em Portugal, e que o GLP-1 e seus andlogos demonstram potenciais efeitos
benéficos a este nivel, é possivel, num futuro proximo, que estes agentes facam parte de um
leque de escolhas abrangente, no contexto da terapéutica da DCV, independentemente de
presenca de DM. Apesar de estudos pré-clinicos com GLP-1 demonstrarem resultados
encorajadores, € necessario aumentar o nimero de pesquisas, antes de se concluirem os

potenciais efeitos terapéuticos destas moléculas na area cardiovascular.
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