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Resumo

Resumo

Introdugdo e Objetivos: A obesidade estd associada ao desenvolvimento de insulino-
resisténcia e disfuncdo do tecido adiposo, conduzindo a alteracées do metabolismo lipidico e
glicémico, e em dultima instancia, diabetes tipo 2 (DMT2). A bromocriptina, um agonista
dopaminérgico D2, mostrou-se promissora no tratamento da DMT2 contribuindo para a
diminuigdo dos niveis da glicemia. No entanto, os mecanismos de a¢dao da bromocriptina bem
como a sua acao nos tecidos sensiveis a insulina ndo sdao conhecidos. Neste estudo tivemos
como objetivo avaliar o potencial terapéutico da bromocriptina na modulacdo da sensibilidade
a insulina em ratos diabéticos tipo 2 com obesidade induzida pela dieta, bem como a sua acao
no tecido adiposo periepididimal (TAE).

Métodos: Foram utilizados ratos Wistar (W) alimentados com dieta normal (grupo 1) e ratos
Goto-Kakizaki (GK) diabéticos tipo 2 ndo obesos divididos em 4 grupos: GK com dieta normal
(grupo 2), GK com obesidade induzida por uma dieta rica em gordura e sacarose (grupo 3 -
GKHFD), GKHFD tratados com bromocriptina (10mg/Kg/dia) durante 30 dias (grupo 4 -
GKHFDBr) e GKHFD tratados com veiculo (grupo 5 - GKHFDVh) (n=8/grupo). Além da avaliagdo
do perfil glicémico e lipidico, foi a avaliada a tolerdncia a insulina (prova de tolerancia a
insulina), bem como os mecanismos associados a captacdo e utilizagdo da glicose e dos acidos
gordos no TAE.

Resultados: Os ratos GK obesos apresentaram um agravamento da tolerdncia a insulina e dos
niveis em jejum da glicemia, colesterol e dos triglicerideos, em relagdo aos seus controlos ndo
obesos. O tratamento com bromocriptina reduziu a intolerancia a insulina, e a glicemia em
jejum. No TAE, aumentou os niveis do transportador da glicose GLUT4, a expressdao dos
recetores dopaminérgicos D1 e D2, e de marcadores relacionados com a oxidagao lipidica.
Conclusdes: Embora os mecanismos subjacentes sejam ainda desconhecidos, estes resultados

sugerem que a bromocriptina melhora o perfil glicémico e a resisténcia a insulina na DMT2,
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Resumo

aumentando a sinalizacdo dopaminérgica no tecido adiposo e alterando o metabolismo dos
acidos gordos. Estudos futuros permitirdo desvendar os mecanismos envolvidos.
Palavras Chave: diabetes mellitus tipo 2, obesidade, dopamina, bromocriptina, e tecido

adiposo.
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Abstract

Abstract

Introduction and objectives: Obesity is associated with the development of insulin resistance
and dysfunction of adipose tissue, leading to changes in lipid and glycemic metabolism, and
ultimately type 2 diabetes (DMT2). Bromocriptine, a D2 dopaminergic agonist, has been shown
to be promising in the treatment of DMTII contributing to the reduction of glycemic levels.
However, the mechanisms involved as well as its action on insulin sensitive tissues are not
known. Thus, our goal was to evaluate the therapeutic potential of bromocriptine in the
modaulation of peripheral sensitivity to insulin in an obese type 2 diabetic animal model, as well
as insulin signaling in epididymal adipose tissue (TAE).

Methods: Wistar (W) rats fed with normal diet (group 1) and non-obese type 2 diabetes, Goto-
Kakizaki (GK) were divided into 4 groups: GK with normal diet (group 2), GK with diet-induced
obesity (group 3 - GKHFD), GKHFD treated with bromocriptine (10mg / kg / day) for 30 days
(group 4 - GKHFDBr) and GKHFD treated with vehicle (group 5 - GKHFDVh) (n = 8 / group). In
addition to the evaluation of the glycemic and lipid profile and insulin tolerance, the
mechanisms of glucose and fatty acids uptake and oxidation were evaluated in the TAE.
Results: Obese GK rats had lower insulin tolerance and increased fasting levels of glucose,
cholesterol and triglycerides in relation to their non-obese controls. The treatment with
bromocriptine reduced insulin intolerance and fasting glycemia. In adipose tissue, the
expression of GLUT4, D1 and D2 receptors, as well as markers related to lipid oxidation were
also improved.

Conclusions: Although the underlying mechanisms are still unknown, these results suggest
that bromocriptine improves the glycemic profile and insulin resistance in DMT2 by increasing

dopaminergic signaling in adipose tissue. Future studies will disclose the mechanisms involved.

Keywords: diabetes mellitus type Il, obesity, dopamine, bromocriptine, and adipose tissue.
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Introdugao

1. Consideragcdes Gerais - Diabetes Mellitus tipo 2

A diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) é uma das maiores causas de mortalidade e morbilidade,
devido ao seu caracter progressivo multifatorial, afetando cerca de 422 milhdes de pessoas.
(Neégre-salvayre et al., 2009). A prevaléncia desta patologia a nivel mundial tem aumentado
significativamente, uma vez que em 2007 estimou-se que 246 milhdes de adultos tivessem
diabetes, e projeta-se que no ano de 2025 esse numero exceda os 380 milhdes, equivalendo a
6% da populacdo adulta (Chambel et al., 2011; Uva, Victorino, Roquette, Machado, & Dias,
2015). No entanto existem regiGes como o médio oriente, em que podera atingir valores na
ordem dos 10%, assim como Portugal, em que 900 mil individuos estdao afetados por este
disturbio (Stefansson & Einarsdottir, 2015).

A DMT2 caracteriza-se por uma deficiéncia ou resisténcia a insulina (IR), com episddios de
hiperglicemia sanguinea e intolerdncia a glicose, que consequentemente podera levar a
complicagbes micro e macrovasculares graves, assim como distUrbios no metabolismo dos
hidratos de carbono, proteinas e lipidos (Bastaki, 2005; Hirata & Hirata, 2006; Piero, Nzaro, &
Njagi, 2015). Sdo varios os fatores que poderdo estar na origem desta patologia, desde a
interacdo entre fatores genéticos, ambientais (obesidade) ou até mesmo complicagbes
hepaticas, musculares e do tecido adiposo (Shah & Brownlee, 2016; Tahrani, Bailey, Del Prato,
& Barnett, 2011). Este perfil é designado por ndo insulino-dependente e corresponde a forma
mais predominante desta doencga, sendo responsdvel por 90% dos casos de diabetes mellitus
(Ozougwu, Obimba, Belonwu, & Unakalamba, 2013). A longo prazo é responsavel pelo
desenvolvimento de hipertensdo, dislipidémia e disfuncdo endotelial, o que contribui para o
risco e desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Lamos, Levitt, & Munir, 2016). Durante
muitos anos, pouco foi alterado na prescricdo de farmacos de controlo da glicose, continuando
a ser estabelecido o uso da metformina e das sulfunilureias apds o controlo do peso e da dieta

nos pacientes com diabetes tipo 2 (Lamos et al., 2016). Assim, é urgente a identificacdo de
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novos alvos terapéuticos capazes de vir a ter um papel preponderante no controlo da DMT2 e

gue serd debatido mais adiante.

2. Tecido Adiposo

Nas ultimas décadas o consumo exagerado de gorduras e aglcar tem potenciado o
desenvolvimento a escala global da obesidade, de tal forma que a nivel mundial um em cada
dez adultos é considerado obeso (Wharton, 2015). Esta sindrome metabdlica, caracterizada
pelo desenvolvimento de insulino-resisténcia, afeta cerca de 25-31% de individuos na Europa,
com tendéncia a crescer devido ao progressivo niumero de criancas e adolescentes. Esta
propensdo para a obesidade ird conduzir ao gradual nimero de doencas cardiovasculares,
como hipertensdo, diabetes e cancro (P Matafome, Santos-Silva, Sena, & Seica, 2013;
Raajendiran, Tsiloulis, & Watt, 2016).

Nos ultimos anos tem sido descoberto a secrecdo de uma imensa gama de proteinas pelo
tecido adiposo, o que é possivel ditar que foi descoberto um novo conceito sobre a fungao
bioldgica deste tecido, ndo apenas como fornecimento e armazenador de energia, mas
também como um 6rgdo enddcrino envolvido numa variedade de processos metabdlicos e

fisioldgicos. (Tiago Rodrigues, Matafome, & Seica, 2013)

2.1.Funcgdes do Tecido Adiposo

O tecido adiposo branco (WAT) é responsavel pelo armazenamento de energia na forma de
lipidos, regulando a sua distribui¢cdo pelo corpo, assim como, a homeostasia da glicose a nivel
sistémico. E composto por adipdcitos, responsaveis pela acumulagdo de gordura na forma de
triglicerideos e regulagdo da temperatura, pré adipdcitos, células endoteliais, fibroblastos e
leucdcitos. Os triglicerideos sdo maioritariamente captados na forma de quilomicrons e

proteinas de muito baixa densidade (VLDL). Estas lipoproteinas ndo conseguem penetrar a
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parede dos capilares, sendo hidrolisadas pela lipoproteina lipase (LPL). Apds a agdo da LPL
ocorre a libertacdo de &acidos gordos nao esterificados a partir dos triglicerideos, sendo
armazenados na gota lipidica do adipdcito (Lafontan & Langin, 2009).

As células do tecido adiposo produzem uma vasta gama de hormonas, fatores de
crescimento e citocinas denominadas por adipocinas (Emanuel et al., 2017; P Matafome et al.,,
2013; Muoio & Newgard, 2008). Estas adipocinas incluem a leptina, adiponectina, resistina,
visfatina, entre outras, e tém fung¢des pardcrinas, autdcrinas ou enddcrinas a multiplos niveis,
incluindo a regulacdo do dispéndio energético. Na obesidade, o seu perfil secretor altera-se,
conduzindo a uma menor capacidade de oxida¢do dos lipidos. Além disso, a capacidade do
tecido adiposo periepidimal (TAE) em armazenar lipidos nas gotas lipidicas pode ficar
comprometida, fazendo aumentar os niveis de acidos gordos livres (FFA) em circulagdo e
resultando na redistribuicdo anormal de lipidos por outros érgédos e tecidos (Emanuel et al.,
2017; Luo & Liu, 2016; P Matafome et al., 2013; Muoio & Newgard, 2008).

No caso do tecido adiposo castanho, este apresenta diferentes fun¢des do branco, pela sua
capacidade em dissipar a energia quimica por meio de calor, através das abundantes
mitocondrias e dos elevados niveis da uncoupling protein-1 (UCP1). Desta forma, a sua funcdo
foi eminentemente associada a adapta¢do ao frio pela hidrdlise de triglicerideos e pela
oxidacdo de acidos gordos. (Guilherme, Virbasius, Vishwajeet, & Czech, 2008; Luo & Liu, 2016;
Ravnskjaer, Madiraju, & Montminy, 2015). (Bostrom et al., 2012) mostraram ainda que existe
outro tipo de tecido adiposo, denominado bege, alcancado por acdo do “browning” do tecido
adiposo branco, através da sobre expressdo da UCP1, por a¢do do frio, ou por estimulagdo de
agonistas dos recetores [ adrenérgicos. Para além da UCP-1, a ativagcdo do peroxisome
proliferator-activated receptor (PPARy) e do seu coativador (PGCla) podem levar a sobre
expressao de genes envolvidos na génese da mitocondria, nomeadamente na termogénese

(Luo & Liu, 2016)
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Desta forma, é possivel que, tanto o tecido adiposo castanho, como o bege, através da
sobre expressao destas proteinas, sejam uma nova maneira de combater a obesidade e os

disturbios metabdlicos, por aumento do dispéndio energético (Luo & Liu, 2016).

2.2.Insulino-resisténcia

Num estado pds-prandial a normalizacdo dos niveis sanguineos de glicose é atingido pela
secrecao de insulina a partir do pancreas, sendo favorecida a glicogénese e a lipogénese
(Boyda, Procyshyn, Pang, & Barr, 2013). Uma das fung¢des da insulina apods a entrada de
glucose nas células é estimular o catabolismo desta em piruvato através da glicdlise,
acumulando o seu excesso através da glicogénese, bem como o armazenamento de
acetilcoenzima A (Acetil-CoA) através da lipogénese (Piero et al., 2015). Em jejum, pelo
contrario, a libertacdo de glucagina é responsavel pela decomposi¢do do glicogénio em glicose
através da glicogendlise hepatica (Boyda et al., 2013).

O excesso de peso e a obesidade sdo uma das maiores contribuicbes para o
desenvolvimento da insulino-resisténcia periférica e hepdtica. Em condi¢Ges normais, a célula
B pancredtica tem a capacidade de aumentar a produgdo de insulina, de modo a assegurar os
valores basais da glicemia (Emanuel et al., 2017). Quando alterada, a tolerancia a glicose fica
comprometida levando ao desenvolvimento de hiperinsulinemia e, aquando da faléncia da
célula B, diabetes mellitus tipo 2 (Saini, 2010; Tahrani et al., 2011).

Apesar de ainda ndo serem conhecidos os mecanismos envolvidos na resisténcia a insulina,
tém sido apontadas algumas hipdteses, nomeadamente o aumento da producdo de acidos
gordos. A acumulacdo de 4acidos gordos no interior do adipdcito leva a ativacdo de vias
inflamatérias como por exemplo o fator de necrose tumoral (TNF-a), que favorece a
fosforilacdo inibitéria do substrato do recetor da insulina provocando insulino-resisténcia

(Nash, 2016). Neste contexto, a perda da acdo da insulina favorece acelera¢do da producdo de
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glicose hepatica (gluconeogénese), o aumento da hidrdélise dos triglicerideos (lipdlise), com

aumento dos niveis plasmaticos de FFA (DeFronzo, 2011).

2.3.Disfung¢do do Tecido Adiposo

Em resposta ao aumento do fluxo nutricional (aumento do volume de tecido adiposo
visceral), os adipdcitos acumulam lipidos em goticulas lipidicas, na forma de triglicerideos.
Aquando da hipertrofia do adipdcito, pode ocorrer um processo de desregulacdo metabdlica,
como lipdlise, resultando na acumulacdo da gordura em excesso noutros tecidos, tais como o
figado e o musculo esquelético (T Rodrigues, Matafome, & Seica, 2013). O desenvolvimento de
insulino-resisténcia na obesidade associa-se a desregulacdo de vias celulares de
armazenamento lipidico, o que contribui para a disfuncdo do tecido adiposo. O PPAR é
expresso nos adipécitos e nos macréfagos, com fungdes no armazenamento lipidico. Em
condicg0es fisioldgicas, esta proteina aumenta a expressdo de proteinas envolvidas na captacao
e armazenamento de acidos gordos, ou seja, quando ativado promove a sensibilidade a
insulina, reduzindo os acidos gordos livres no citoplasma. Contudo, na obesidade ocorre o
aumento de FFA e dos seus derivados como o acetil-CoA, que levara a um comprometimento
da oxidagdo e posteriormente acumulagdo destes produtos na célula, devido a capacidade
limitada de metabolizagdo da mitocondria (Paulo Matafome, Rodrigues, & Seica, 2015).

Além desta fungdo, é ainda conhecido que o PPARy inibe diretamente fatores de
transcricdo como o nuclear factor kappa B (NF-kB), comprometendo desta forma a expressdo
de citocinas e de outros mediadores inflamatdrios conhecidos por inibirem a adipogénese e
levarem ao crescimento dos adipdcitos ja existentes, levando a sua hipertrofia. Nesta situacgdo,
a normal sinalizagcdo da insulina ird estar comprometida devido a fosforilagdo inibitdria do
substrato do recetor, impendido, desta forma, que a glicose entre na célula.

Consequentemente, a deposicdo ectdpica de acidos gordos noutros tecidos, como o musculo e
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o figado, conduz a lipotoxicidade, o que leva a evolugdo para resisténcia a insulina e em ultima
instancia diabetes tipo 2 (Luo & Liu, 2016; P Matafome et al.,, 2013; Morigny, Houssier,
Mouisel, & Langin, 2015). Varios estudos demonstram o papel benéfico da 5'-adenosina
monofosfato ativado proteina cinase (AMPK) nestes processos, por parecer estar envolvida na
regulacdo do balanco energético e, em particular, na promoc¢ao do dispéndio energético. Este
fato esta também associado a sua capacidade de inibir a sintese de citocinas pré-inflamatdrias
nos macréfagos e adipdcitos, incluindo o TNF-a e a interleucina (IL)-1B e a IL-6, bem como o
aumento da expressao de citoquinas anti-inflamatdrias como a IL-10 nos macréfagos (Bijland,
Mancini, & Salt, 2013).

Em consequéncia da expansdo exagerada do tecido adiposo na obesidade, este podera
formar zonas hipdxicas por falta de suprimento de oxigénio, o que levara ao recrutamento de
citocinas proé-inflamatérias e quimiocinas, causando insulino-resisténcia e recrutamento de
células inflamatdrias (Paulo Matafome et al., 2015). Estas quimiocinas recrutam células do
sistema imunitario como os macrofagos, que poderdo estar alterados de anti-inflamatérios
(M2) para proé-inflamatdrios (M1), apesar do seu papel ainda ndo ser completamete conhecido
(Morigny et al., 2015). O aumento da oxida¢do de acidos gordos tem vindo a ser apontada
como uma estratégia para a diminuicdo da inflamacdo e, assim, da resisténcia a insulina

(Lafontan & Langin, 2009).

3. Catecolaminas

As catecolaminas constituem uma categoria de hormonas e neurotransmissores
responsaveis por diversas fungcdes no corpo humano, intervindo na regulacdo de diversos
processos fisioldgicos mas também nas doencas cardiovasculares, obesidade e diabetes tipo 2
(Eisenhofer, Kopin, & Goldstein, 2004). Estas hormonas incluem a dopamina (DA) a

norepinefrina (NE) e a epinefrina (E), que mostraram recentemente a sua importancia no WAT,
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por estarem implicadas na regulacdo da lipdlise por estimulacdo de recetores adrenérgicos
(Bartness, Shrestha, Vaughan, Schwartz, & Song, 2010; Eisenhofer et al., 2004).

As catecolaminas sdo sintetizadas maioritariamente nas células cromafins da medula
adrenal, e nas células neuronais, mas também nas células imunes B e T e nos macrdéfagos. As
quatro enzimas responsaveis pela sintese de catecolaminas incluem a tirosina hidroxilase (TH),
a L-aminoacido aromatico descarboxilase/dopa descarboxilase (AADC), a dopamina J-
hidroxilase (DBH) e a phenylethanolamine N-methyltransferase (PNMT), segundo a via de
sintese descrita na (sec¢do 3.1) (Vargovic et al., 2011). Demonstrou-se recentemente, através
da administracdo in vitro de um inibidor da TH a adipdcitos do mesentérico de rato, que existe
a sintese de catecolaminas enddgena por parte do tecido adiposo (Vargovic et al., 2011).

As catecolaminas atuam nos tecidos através de recetores seletivos para a norepinefrina e
epinefrina, sendo no entanto possivel verificar a ligacdo de dopamina quando em
concentracdes suprafisioldgicas. Estes recetores estdo divididos em classes a e B de acordo
com o tecido aonde atua, sendo a subclasse B3 a mais abundante no tecido adiposo branco e
castanho em roedores (Boyda et al., 2013). Em humanos, os recetores adrenérgicos 3 sdo os
responsaveis pela ativacdo das vias lipoliticas, sendo o contrario verificado para os a2, que faz
a funcdo oposta, inibindo o sinal de lipdlise (Bartness et al., 2010; Morigny et al., 2015). Os
recetores B3 atuam diretamente no aumento da adenosina monofosfato ciclico (cAMP),
ativando os recetores acoplados a proteina G, a adenil ciclase (AC) e a proteina cinase A (PKA).
(Bartness et al., 2010)

Estudos efetuados em ratinhos normais e obesos demostraram que o uso de um agonista
do B3, o SR-58611A, melhorou a tolerdncia a glicose especialmente apds a administracdo
cronica. Outros estudos mostraram os mecanismos envolvidos no agonismo dos retores 33,
tendo sido verificado uma diminui¢ao da produgdo hepatica de glucose, aumento da expressao
do GLUT1/4 e um aumento da captacdo lipidica independente da insulina no musculo

esquelético. Apesar de este recetor provocar estes efeitos no tecido adiposo e no musculo
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esquelético, a sua excessiva estimulacdo nas células cromafins humanas pode levar ao excesso
de producdo de E e NE, o que pode comprometer o metabolismo da glicose (Boyda et al.,
2013).

Outros estudos mostraram efeitos benéficos da inativacdo dos trés recetores adrenérgicos

na protecdo contra a obesidade induzida pela dieta (Lafontan & Langin, 2009).

3.1.Via de Sintese

A sintese de catecolaminas parte do aminodacido tirosina, obtido principalmente pela dieta,
mas também em menores proporg¢des pela sintese no figado a partir da fenilalanina (Golan,
Junior, Armstrong, & Armstrong, 2009). A tirosina, por acdo da enzima TH, uma ferro-enzima, é
convertido em 1-3,4-diidroxifenilalanina (L-Dopa), e esta ultima em dopamina por acdo da
enzima AADC (Golan et al., 2009; Vargovic et al., 2011). E conhecido que a oxidac3o da tirosina
em L-Dopa é a reacdo que catalisa a velocidade da producdo de todas as catecolaminas (Golan
et al., 2009). Esta via finda por aqui quando se trata dos neurdénios dopaminérgicos. No caso
dos adrenérgicos, a via prossegue e a dopamina é convertida em noradrenalina pela enzima B-
hidroxilase e posteriormente em adrenalina/epinefrina pela enzima PNMT (Estevinho &
Fortunato, 2003).

A dopamina produzida no citoplasma dos neurdnios é transportada em vesiculas sindpticas
que posteriormente poderao ser utilizadas para reserva ou para libertagdao. O armazenamento
da dopamina em vesiculas estd intimamente relacionado com a capacidade de proteinas
presentes na membrana da vesicula, que tém como funcdo a captacdo e armazenamento de
dopamina. Deste modo, existem dois transportadores com essas fung¢bes, uma ATPase que
tem a capacidade de criar um gradiente eletroquimico de H* e o transportador de monoaminas
vesicular (VMAT) que tira partido desse gradiente, deslocando os protGes para fora da

vesicula, e transportando a dopamina para dentro dela. Posto isto, e apds a estimulacdo
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nervosa, estas vesiculas alcancam a fusdo com a membrana plasmatica, libertando dopamina
na fenda sindptica. Uma vez no espaco sindptico, ela poderd ter dois propdsitos: ou é captada
pelos recetores da membrana pds-sinaptica, ou é reabsorvida pela célula pré-sinaptica por
proteinas como o transportador de dopamina (DAT). A dopamina recuperada pode ser
utilizada novamente pelo VMAT, ou podem ser degradadas pela acdao de enzimas como a
monoamina oxidase (MAQ). A MAO é uma enzima mitocondrial que tem diferentes isoformas,
ambas com especificidade para a dopamina, no entanto a MAO-B apresenta uma a¢do maior,
degradando a dopamina mais rapidamente (figura 1) (Estevinho & Fortunato, 2003; Golan et

al., 2009).

Trarsportador de caminadcidos
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Figura 1: Fisiologia da neurotransmissiao dopaminérgica, retirado de (Golan et al., 2009)

ADP, adenosina difosfato; ATP, adenosina trifosfato; Ca?*, ido calcio; DA,dopamina; DOPAC,
acido 3,4-diidroxifenilacético; H*, ido hidrogénio; L-DOPA- 1-3,4-diidroxifenilalanina, MAO-
monoamina oxidase; Na*, ido sddio; VMAT- transportador de monoaminas vesicular.
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3.2.Dopamina

O hipotalamo e o nucleo supraquiasmatico sdo os responsaveis pelos ritmos circadianos e
estdo frequentemente associados a muitas fun¢Ges a eles associadas como por exemplo a
alimentacao, sincronizando o metabolismo da glicose. A dopamina regula os ritmos circadianos
de forma a modular a funcdo do sistema autdnomo e neuroenddcrino, afetando o
armazenamento de gorduras, a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose. Desta forma é
possivel identificar que os ritmos circadianos tém um papel preponderantes na resisténcia a
insulina e ao desenvolvimento da diabetes tipo 2 (Schwartz & Zangeneh, 2016).

A dopamina é um neurotransmissor que tem sido alvo de estudo por estar associado ao
“wanting”, aumento da motivacdo devido ao sistema de recompensa (Ribeiro & Santos, 2013).
Esta catecolamina desencadeada devido a estimulos provenientes de drogas ou de alimentos,
além do papel na motivagao, regula outras funcdes fisioldgicas do corpo humano, tais como:
coordenagdo motora, locomogdo, cognigdo, comportamento alimentar, homeostasia
energética, memoaria, humor, aprendizagem e secre¢do hormonal. Contudo, a nivel periférico
sabe-se que desempenha um importante papel na regulacdo do olfacto, processos na retina,
regulagdo hormonal, fungdes cardiovasculares, regulagdo simpatica, sistema imune, fungdes
renais, entre outras (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

A dopamina é originada através de quatros vias de producgdo a nivel cerebral, (figura 2):

e A via Nigroestriatal, reponsavel por 75% da dopamina produzida a nivel central. Estes
nervos situam-se no feixo mediano do proencéfalo, com proveniéncia da substdncia
nigra e terminando no estriado;

e As vias mesocorticais, que se encontram desde a area tegumentar através do
proencéfalo e até ao lobo frontal do cortex pré-frontal;

e As vias mesolimbicas, de vao desde a area tegumentar ventral até ao sistema limbico,

mais propriamente o nucleo accumben;
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e Avia tuberoinfundibular, que vai desde o hipotalamo até a hipdfise.

(Lopez Vicchi et al., 2016; Rang, Dale, Ritter, Flower, & Henderson, 2012).

Via i
Via

Tuberoinfundibular Nigrostriatal

Via
Mesocortical

DOPAMINA N
\ Via

Mesolimbica

Figura 2: Vias de producdo da dopamina no cérebro, adaptado de (Rang et al., 2012)
Ac, nucleo Accumbens; Am, amigdala; C, cerebelo; Hip, hipocampo; Hyp, hipotdlamo P,
glandula pituitaria; Sep, septo; SN, Substdncia nigra; Str, corpo estriado; VTA, Area tegumentar
ventral.

Sabe-se que a dopamina possui diferentes recetores, que apesar de partilharem varios
dominios transmembranares, tém diferentes propriedades farmacolédgicas e bioquimicas.
Desta forma os recetores foram divididos consoante a sua capacidade para modular o cAMP; o
grupo D1 engloba as isoformas D1 e D5, que acopladas a proteina Gs estimulam a AC; e o
grupo D2 (D2, D3 e D4), que acopladas as proteinas Gi/GO inibem a AC (Beaulieu &
Gainetdinov, 2011). Os recetores D1 e D2 podem ser encontrados em diversas regides, sendo a
concentragdo de D1 predominante no estriado, hipocampo e hipotdlamo e de D2 nos ganglios
da base, no tubérculo olfatério, na glandula pituitdria e células B pancreaticas; e em menor

qguantidade nas areas corticais, no hipocampo bem como no rim, retina e sistema vascular.

Esta subfamilia é expressa consoante duas variantes denominadas por D2S (cadeia curta)
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predominantemente na fenda pré-sindptica e D2L (cadeia longa, em consequéncia do splicing
alternativo), maioritariamente na fenda pds-sinaptica (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Lopez
Vicchi et al., 2016; Nash, 2016).

Apesar das catecolaminas influenciarem o sistema nervoso central (SNC), sabe-se que
nomeadamente a dopamina podera influenciar outros tecidos a nivel periférico tal como o
coragdo, corpo carotideo, glandula supra-renal (sistema renina-angiotensina-aldoesterona),

glandula paratirdide, e trato gastrointestinal (Estevinho & Fortunato, 2003).

4. Metabolismo dos Lipidos

Via da Insulina:

A insulina é responsavel por manter a homeostasia da glicose e o equilibrio energético,
tendo também como funcdo a regulacdo da ingestdo alimentar e do peso corporal. Num
estado pds-prandial, a via é desencadeada pela producdo da insulina a nivel da célula B
pancreatica. Esta hormona liga-se a um recetor com atividade tirosina cinase, responsavel pela
via de sinalizagdo da insulina, e que vai contribuir para uma cascata de sinalizagdo com varios
intervenientes, mediando a captacdo periférica da glicose pela translocacdo de vesiculas do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica do musculo esquelético e
do tecido adiposo (Boyda et al., 2013; Nash, 2016). A glicose vai fornecer substrato para a
sintese de glicogénio no musculo-esquelético e para a sintese de triglicerideos no tecido
adiposo (Nash, 2016).

A fosforilacdo do recetor da insulina ativa duas vias distintas: a fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato 3-quinase (PI3K) relacionada com ag¢Ges metabdlicas da insulina e a via da Ras-Raf,
envolvida no controlo da mitogénese. A PI3K ativa outras enzimas, incluindo a proteina cinase
B (Akt), que, quando ativada, promove a inibicdo da glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3p),
uma enzima envolvida na inibicdo da sintese de glicogénio. Por outro lado a GTPase (Ras) ativa
MAP cinases (MAPKs) como a ERK, que pode aumentar o nimero de recetores dopaminérgicos
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na superficie celular. Assim, a via da PI3K tem sido o foco dos trabalhos relacionados com a
insulina e a dopamina, mas o papel da cinase regulada por sinais extracelulares (ERK) ndo

devera ser esquecido devido a sua interveniéncia em ambas as vias (figura 3) (Nash, 2016).

Insulin

Recetor
insulina

Aumento da expressdo dos recetores ’}

dopaminérgicos na superficie celular ‘

Aumento da expressdo dos recetores
dopaminérgicos na superficie celular

L
{m
|
|
=

Figura 3: Via de sinalizagdo do recetor de insulina, adaptado de (Nash, 2016).
Akt, proteina cinase B; ERK, cinase regulada por sinais extracelulares; Gr2, growth factor

receptor-bound protein; IRS, substrato do recetor da insulina; PDK1, phosphoinositide-
dependent kinase; PI13K, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinase; Ras, Ras-Raf
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Além de controlar a lipogénese no tecido adiposo, a insulina inibe a lipdlise estimulada por
catecolaminas, uma vez que ativa a fosfodiesterase-3-B (PDE-3B), diminuindo o cAMP e
conseguentemente inativando a HSL (Morigny et al., 2015; Moura & Monteiro, 2010).

Estudos anteriores sugeriram que a HSL podera estar envolvida na diabetes tipo 2. Ratinhos
desprovidos de HSL apresentaram adipdcitos heterogéneos e inflamacdo devido ao seu
tamanho, em parte devido a desregulacdo da atividade do PPARy (Morigny et al., 2015).
Noutro estudo em animais heterozigdticos para a atividade da lipase hormono sensitiva (HSL),
estes ndo apresentavam diferencas na adipogénese, pensando-se que a lipogénese foi
compensada por uma diminuicdo da absor¢cdo de acidos gordos, contribuindo para a
manutenc¢do da massa gorda. Todos os restantes parametros como a tolerancia a glicose e a
sensibilidade a insulina sofreram modificagcGes benéficas (Morigny et al., 2015). Também em
animais heterozigdticos para atividade da HSL foi observada uma melhoria no perfil lipidico e
da glicose em jejum, mas com comprometimento da tolerancia a glicose e maior propensao
para o desenvolvimento de diabetes tipo 2. Em suma, estes resultados parecem implicar a HSL
nos mecanismos de resisténcia a insulina. Contudo, a HSL encontra-se expressas noutros
tecidos, sendo necessdrio o desenvolvimento de outros estudos no sentido de perceber as
reais implicagdes da sua fungdo no tecido adiposo (Morigny et al., 2015).

A AMPK é uma enzima responsavel por aumentar a glicélise e a oxida¢do de acidos gordos,
e diminuir a sintese de acidos gordos e colesterol. Esta enzima é responsavel por ativar a PI3K,
a AKT e mobiliza o GLUT4 para a membrana celular, aumentando assim a capta¢ao de glucose
(figura 5) (P Matafome et al., 2013). Além disso, a AMPK inativa diretamente a Fatty acid
sintetase (FAS), responsavel pela formagdo de FFA através do Acetil-CoA e do malonil-CoA; e a
acetil-coenzima A carboxilase (ACC), enzima responsavel pela formagdo de malonil-CoA, o

responsavel pela inibicdo da captacdo mitocondrial de acidos gordos (Bijland et al., 2013).
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Via das Catecolaminas:

Durante os ultimos anos foram descritos varios fatores responsdveis pela estimulagdo
lipolitica, em particular os estimulos catabdlicos, tais como: a adrenalina, a noreadrenalina, a
corticotrofina e a glucagina (Watt & Steinberg, 2008). Os triglicerideos sdo formados por trés
acidos gordos e uma molécula de glicerol, que estao protegidos na gota lipidica por complexos
proteicos que permite a sua reserva em caso de sobrecarga calérica. Em caréncia caldrica,
como no jejum ou no exercicio fisico, ocorre a sua hidrélise por lipases (lipdlise). Desta forma,
os acidos gordos resultantes da lipdlise sdo transportados para outros tecidos e sdo oxidados
pela mitocondria como fonte de energia (Guilherme et al., 2008; Ravnskjaer et al., 2015). Uma
ativacdo adrenal simpatica excessiva podera levar a sintomas caracteristicos da desregulacdo
metabdlico como a hiperglicemia sanguinea, a intolerancia a glicose, resisténcia a insulina,
hipertensdo e dislipidémias, por aumento da lipdlise (Boyda et al., 2013). Foi ainda
demonstrado que a lipdlise induzida pelas catecolaminas em pessoas obesas e resistentes a
insulina ¢ menor no tecido adiposo subcutaneo, mas maior no tecido adiposo visceral
(Morigny et al., 2015).

A lipdlise é desencadeada em resposta a deficiente secregao de insulina e é estimulada ao
nivel do tecido adiposo por enervagcdo dopaminérgica através de recetores adrenérgicos, como
o B3 (Luo & Liu, 2016). Apds esta ativacdo sucede-se uma cascata de sinalizagdo, que resulta
na producdo de cAMP, por ativacdo da AC, através do acoplamento as proteinas G (figura 5)
(Arner & Langin, 2014; Nash, 2016; Raajendiran et al., 2016). Desta forma, ocorre a ativagdo da
PKA, uma enzima também ativada em resposta aos niveis de fosfoproteina regulada por
dopamina e cAMP (DARPP-32). A DARPP-2 é uma enzima responsdvel pela ativacdo da ERK,
que parece estar intimamente relacionada com os niveis do transportador de dopamina na

superficie da célula (figura 4) (Baik, 2013).
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Figura 4: Via de regulacdo da DARPP-32, adaptado de (Nash, 2016).
D2, recetor dopamina 2; cAMP, adenosina monofosfato ciclico; ERK, cinase regulada por sinais

extracelulares; IRS, substrato do recetor da insulina; PI13K, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-

cinase; PP1, proteina fosfatase 1; PKB/AKT, proteina cinase B.
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A PKA culmina na ativagdo da adipose triglyceride lipase (ATGL), uma hormona limitante da

cascata lipolitica, e na HSL (figura 5) (Arner & Langin, 2014; Bartness et al., 2010; Raajendiran

et al., 2016). A enzima ATGL, apesar de ser fosforilada pelo PKA e pela ERK, também é regulada

pela AMPK, de forma a sustentar o aumento da oxidacdo mitocondrial de acidos gordos

(Bijland et al., 2013; Luo & Liu, 2016; Raajendiran et al., 2016; Watt & Steinberg, 2008).

P IRS
GLUT4 PTK
PKB/AKT
Acetil-CoA
lAcc }-— AMPK
Malonil-CoA
“FAS~
Acidos

Gordos livres

Triglicerideos

Lipogénese
Pds-Prandial

PerA’ B
\ | Monoglicerideos

TH
L-Tirosina — L-Dopa —, Dopamina — Norepinefrina

AMPK

Triglicerideos
ATGL /
Diglicerideos

HSL /

‘ PerAl

MAGL,/
Glicerol

Lipolise

Jejum

FFA

Figura 5: Mecanismos de regula¢ao da lipdlise e da lipogénese do tecido adiposo
ACC, Acetil-Coenzima A carboxilase; AMPK, cinase ativada por AMP; ATGL, adipose triglyceride

lipase;

B-AR,

recetor [ adrenérgico;

cAMP,

adenosina monofosfato ciclico;

GLUT4,

transportador de glucose tipo 4; HSL, lipase hormona sensitiva; IRS, substrato do recetor da
insulina; MAGL, monoglicerideo lipase; PKB/AKT, proteina cinase B; TH, tirosina hidroxilase.
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O armazenamento dos triglicerideos em gotas lipidicas por parte dos adipdcitos é
conseguida através da perilipina A (PerA). Ela é responsavel por impedir a acdo de lipases e a
circulacdo livre no citoplasma. Desta forma, quando ocorre o estimulo da PKA, existe a
degradacdo da PerA, de forma a permitir o acesso da HSL aos lipidos armazenados (P
Matafome et al., 2013). Este armazenamento depende da capacidade de 6rgdos periféricos
para oxidar 4cidos gordos, que é principalmente controlada pela AMPK (P Matafome et al.,
2013). A hidrélise de triglicerideos dard origem a dacidos gordos livres e a formacdo de
diglicerideos, monoglicerideos e em ultima instancia glicerol, cuja oxidagdo é controlada pela

AMPK (Lafontan & Langin, 2009; Raajendiran et al., 2016).

5. Bromocriptina

A bromocriptina foi descoberta por Fluckiger em 1965, através da acdo da ergolina (Kalra,
Kalra, Agrawal, & Kumar, 2011). E um agonista do recetor D2 da dopamina que durante longos
anos foi utilizado no controlo de vérias doencas como o Parkinson, sindrome neuroléptico
maligno, prolactinomas, acromegalia, bem como cardiomiopatia periparto, por atuar tanto a
nivel do sistema nervoso auténomo como no sistema enddcrino. E conhecido o seu papel na
modulagdo das catecolaminas, como os seus efeitos nas células B pancreaticas (Lopez Vicchi et
al., 2016). Em Maio de 2009 foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) como
tratamento da diabetes mellitus em complemento a dieta e ao exercicio fisico, de forma a
melhorar a tolerdncia a glicose em adultos com diabetes tipo 2(Lopez Vicchi et al., 2016;
Mikhail, 2011; Shivaprasad & Kalra, 2011). E responsével por ativar os recetores D2, inibindo os
D1, podendo também exercer fungdes antagonistas parciais nos recetores da serotonina (Kalra
et al., 2011; Mikhail, 2011). Foi sugerido que a bromocriptina tem um efeito protetor na
secre¢do enddgena de insulina por parte das células B pancreaticas, no entanto ndo pode ser

utilizada na diabetes tipo 1 (Lopez Vicchi et al.,, 2016). O mecanismo de acdo na célula B
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pancreatica ainda ndo é totalmente conhecido, no entanto foi sugerido que a bromocriptina
atua nos recetores a2-adrenérgicos, o que faz com que iniba a secrecdo de insulina estimulada
pela glicose. Estes contrassenso entre a ativagdo dos recetores D2 e dos a2 na célula beta
pancredticas faz com que exista ligacdo entre a detecao de glicose e a secrecdo de insulina
contribuindo para uma melhor resposta das células a hiperglicemia mas nunca conduzindo a
uma hipoglicémia (Kalra et al., 2011).

Com a administracdo de bromocriptina, é de esperar que este farmaco exerca funcdes nos
ritmos circadianos, que sdo expressos tanto a nivel central como em érgdos mais periféricos
(Kahn, Cooper, & Del Prato, 2014), e reduzindo as atividades elevadas de noreadrenalina e
serotonina no hipotadlamo ventromedial (VMH), e reduzindo os niveis do neuropéptideo Y nos
nucleos paraventriculares. Num estado normal, sensivel a insulina, os neurdnios hipolatamicos
detetam glicose e 4acidos gordos, induzindo alteracdes neuroquimicas auténomas e
neuroendocrinas para melhorar a sensibilidade periférica a insulina e diminuir a glicose pds-
prandial. Em estados resistentes a insulina, este mecanismo é perturbado, em grande parte
devido a elevada atividade noreadrenérgica no VMH e da resposta diminuida da insulina. A
terapia com bromocriptina melhora esta resposta hipotaldamica, reduzindo a glicose pos-
prandial, a atividade de VMH na norepinefrina e na serotonina. No entanto, é ainda necessario
esclarecer quais os mecanismos envolvidos nestes efeitos (DeFronzo, 2011; Kumar, Kumar, &
Janardan, 2012; Schwartz & Zangeneh, 2016).

Em humanos, a dose varia de 1.6 a 4.8 mg tomado com comida, logo pela manh3, depois de
duas horas acordado. Pode ser utilizado como Unico tratamento ou em combinagdo com outro
antidiabético oral, como as biguanidas (metformina) e sulfunilureias (Kalra et al., 2011; Lopez
Vicchi et al., 2016). Este farmaco é eficaz no controlo da glicemia por redugdo da hemoglobina
glicada A1C (HbA1lc) entre 0,1 e 0,4%, pela reducdo da lipogénese mas também da lipdlise,
assim como perda de peso, diminui¢ao da glicémia e triglicerideos e melhoria da sensibilidade

a insulina (Kalra et al., 2011; Lopez Vicchi et al., 2016). Podera ter efeitos secundarios como
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nauseas, fadiga, tonturas, hipotensdo ortostatica, vomitos e cefaleias, contudo nao é visivel
hipoglicemia, nem hipotensdo (Siddiqui et al., 2013).

A bromocriptina ndo é recomendavel a pacientes com disturbios psicoticos graves porque
os agonistas do recetor da dopamina podem agravar os distUrbios psicéticos ou reduzir a

eficacia dos medicamentos prescritos para essas condi¢es (Schwartz & Zangeneh, 2016).
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Objectivos

Objetivos

A obesidade é um fator de risco para a sindrome metabdlica, doencas cardiovasculares e
DM2, devido ao desenvolvimento da insulino-resisténcia. A degradacao do armazenamento de
lipidos é conhecida por causar inflamacdo de baixo grau, assim como resisténcia a insulina e
lipdlise, que por sua vez leva a deposicao ectdpica de lipidos no musculo e no figado. Desta

forma, o principal objetivo deste trabalho consiste em:

e Avaliar o potencial terapéutico da Bromocriptina, um agonista D2 na modulac¢do da
sinalizagdo dopaminérgica do tecido adiposo num modelo animal diabético obeso;

e Estudar o mecanismo de acdo deste fdrmaco no tecido adiposo periepidimal;

e Avaliar os efeitos da bromocriptina na melhoria da insulino-resisténcia e na melhoria

do fendtipo de Diabetes Mellitus tipo 2.
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Materiais e Métodos

1. Material e Métodos

1.1. Reagentes Utilizados

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram obtidos na Sigma Aldrick (EUA). Os
anticorpos usados foram dirigidos contra: Calnexina (Sicgen, Portugal), D1R, D2R, IR-T, IR-P,
GLUT4 (Abcam, Reino Unido), AKT-T, AKT-P, HSL-T, HSL-P, AMPK-T, AMPK-P, FAS, ACC-T, ACC-P

(Cell Signaling, EUA) e B3 (Alomone Labs, Israel).

1.2. Modelos Animais

Neste trabalho foram utilizados duas estirpes de animais diferentes, os Goto-Kakizaki
(GK), ratos diabéticos ndo obesos, e ratos Wistar (W) normais usados como grupo controlo.
Ambas as estirpes foram provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade
de Coimbra e mantidos em condi¢des padrdo de ventilagdo, temperatura (22-24°), humidade
(50-60%), com um ciclo de luz/escuriddo de 12 horas e com livre acesso a agua e racdo. Todos
os procedimentos foram validados pela Direcao Geral de Veterindria e supervisionados por
pessoas detentoras de um curso valido pela Federagdo Europeia das AssociagGes Cientificas e

de Experimentacdo Animal — FELASA, com certificacdo Geral de Veterinaria.

Os animais Wistar foram usados como controlos, enquanto que os animais GK, todos

machos, foram divididos em 4 grupos de estudo (n=8):

1. Ratos controlo Wistar (WC) com dieta padrdo (A03, SAFE, Barcelona);

2. Ratos diabéticos Goto-Kakizaki (GKC) com dieta padrdo (A03, SAFE, Barcelona);

3. Ratos diabéticos obesos Goto-Kakizaki (GKHFD) com dieta enriquecida em gordura e
sacarose (A03 HIGH FAT, SAFE, BARCELONA);

4. Ratos diabéticos obesos Goto-Kakizaki com dieta enriquecida em gordura e sacarose e

administrados com bromocriptina (GKHFDBr);
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5. Ratos diabéticos obesos Goto-Kakizaki com dieta enriquecida em gordura e sacarose e

administrados com uma solugao placebo (GKHFDVh).

1.3.Estudos in vivo

1.3.1. Tratamento com Bromocriptina

Efetuou-se o estudo da sinalizacdo dopaminérgica por administragdo de um agonista
dopaminérgico, a Bromocriptina (Generis®, Portugal). Desta forma, 8 animais do grupo GKHFD
foram administrados diariamente com Bromocriptina (10mg/kg/dia), por via intraperitoneal
(i.p), durante 30 dias (GKHFDBr) (Rosas-Hernandez, Ramirez, Ramirez-Lee, Ali, & Gonzalez,
2015; J. E. D. L. Van Weenen et al., 2011) e outros 8 animais foram administrados i.p. com
DMSO (grupo placebo) (GKHFDVh), durante o mesmo periodo de tempo. Durante o
tratamento, o volume administrado foi controlado por pesagens efetuadas de 3 em 3 dias. O
grupo GKHFD n=8 foi mantido sem qualquer tratamento de forma a servirem como controlo

ao modelo de modulagdo dopaminérgica.

Dieta normal (standard A03)

[ Wistar ] W
[

Satd-Kakizakl Dieta normal (standard A03)

[ Goto-Kakizaki ]

[ Goto-Kakizaki ] GKHFDBr

Dieta AO3 enriquecida com gordura e sacarose Bromocriptina/

[GKHFD J Dieta AO3 enriquecida com gordura e sacarose

W Veiculo
Goto-Kakizaki
[ ] GRHFDVR Dieta AO3 enriquecida com gordura e sacarose K (10mg/kg/dia)

im 5m 6m

Figura 6:Esquema ilustrativo dos grupos experimentais e do tratamento com Bromocriptina

W - Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administracdo de Bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administra¢do de solucdo veiculo, 30 dias (5-6 meses).
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1.3.2. Monitorizagdo do Peso e Ragao

Os animais dos diferentes grupos foram alimentados consoante a racao estipulada para o
seu grupo de estudo, (item 1.3.1). Os grupos Wistar e GK foram alimentados com a dieta
normal durante os 6 meses de vida, enquanto que os grupos com a dieta enriquecida em
gordura e sacarose foram alimentados com a mesma entre o 1° e o 6° més de vida. A
monitorizacdo da quantidade de racdo ingerida foi iniciada ao 1° més de vida dos animais, e
feita semanalmente ao longo de todo o periodo experimental. O peso corporal foi também
avaliado, de 4 em 4 semanas durante todo o estudo, sendo considerado o peso inicial os

valores obtidos ao 1° més de vida.

1.3.3. Parametros Sistémicos

Prova de Tolerancia a Insulina: No final do periodo experimental, apds um jejum de 6
horas, foi administrada insulina a (0,25U/ml) por via i.p. e foi medida a glicemia na veia da
cauda a 30, 60 e 120 minutos apés, utilizando um glicémetro (ContourNext, Bayer, Portugal),
com as respetivas tiras teste.

Foram ainda avaliados os niveis plasmaticos de insulina, através de sangue recolhido pela
veia da cauda apdés um jejum de 6 horas, pela utilizagdo do Rat Insulina ELISA Kit (Mercodia,
Suécia).

Avaliacao do Perfil Lipidico: No mesmo dia da prova de tolerancia a insulina, e antes da
administracdo da mesma, foram avaliados os triglicerideos e o colesterol total na veia da cauda
(Colesterol e Triglicerideos), recorrendo a um medidor portatil (Accutrend Plus, Roche,

Portugal) e respetivas tiras teste.

Determinagdao da Glucagina: Foi avaliado os niveis plasmaticos de glucagina plasmatica,

com as mesmas amostras de plasma utilizados para o kit de insulina, utilizando o Rat Glucagon

ELISA Kit (Wako, Alemanha).
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Colheita de Sangue e Recolha de Tecidos: Foram colhidas amostras de sangue por puncio
cardiaca no dia do sacrificio, ap6s jejum overnight e mediante a anestesia prévia, por uma
solugdo de cetamina (75mg/Kg) e cloropromazina (3mg/Kg) (Eickhoff, Louro, Matafome, Seica,
& Castro e Sousa, 2014). Os sangues foram divididos em tubos para isolamento de plasma
(Vacuette K3E K3 EDTA) e soro (Vacuette Zserum sep clot ativador), centrifugado a 2000 xg,
durante 15min, a 4°C e aliquotado em tubos de 200ul que posteriormente foi congelado a -
80°C. De seguida, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o TAE foi

recolhido e guardado a -80°C.

1.4.Estudos in vitro

1.4.1. Determinagdo dos Niveis de Proteina no TAE - Western Blotting

Preparacao dos Homogeneizados: Foram homogeneizados 100mg de TAE em 1ml de tampao
de lise (25mM de Tris-HCL pH7.4; 100mM NaCl; 1% Triton X-100; 5mM EDTA; 5mM EGTA,;
20mM NaF, 10mM; B-Glicerolfosfato; 2,5mM Pirofosfato de sédio; 10mM NaVOs; 10 mM
PMSF; 90ul de cocktail inibidor de proteases (Sigma USA), pH7,4). As amostras foram mantidas
em gelo durante o protocolo e centrifugadas a 14000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Foram
ainda recolhidos os sobrenadantes, aliquotados e guardados a -80°C. Adicionado
posteriormente o tampao de desnaturacdo (Sample Buffer 2x) (tabela 1) numa proporc¢do de
1:1, as aliquotas que iriam ser utilizadas no momento, tendo sido sonicadas durante cerca de

10 segundos e fervidas a aproximadamente 100°C durante 5 minutos.

Eletroforese (SDS-PAGE): Foram polimerizados géis, que variaram de 8% a 12%, dependendo
do tamanho da proteina pretendida, com 1 mm de espessura e com 10 pogos. Foi adicionado o
marcador de peso molecular GRS Protein Marker MultiColour (Grisp, Portugal), num dos pogos,
e foi preenchido por tampdo de corrida (125mM Tris-base; 480mM glicina; 1% SDS, pH,8,8,)
até ao topo, ocorrendo a migragdo das proteinas unicamente consoante o seu peso molecular.

As solugGes Resolving e Stacking utilizadas para a preparagao dos géis constam na tabela 1.
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Transferéncia do Gel para a Membrana de PVDF: Apds o término da eletroforese vertical,
procedeu-se a ativacdo das membranas de polyvynilidine fluoride (PVDF). De seguida, foi
colocado o gel em contacto com a membrana através da utilizacdo de uma solucdo de
transferéncia (tabela 1), durante cerca de 1h45min, em amperagem constante (750mA).
Posteriormente a transferéncia, as membranas foram incubadas com uma solucdo de TBST
0,1% com a adi¢do de 5% de Bovine Serum Albumin (BSA), durante duas horas, de maneira a

garantir a maior especificidade dos anticorpos.

Marcagdo com Anticorpos: Apds a fase de blogueio, as membranas foram incubadas com
anticorpos especificos (calnexina, D1, D2, 3, IR-T, IR-P, AKT-T, AKT-P, GLUT4, HSL-T, HSL-P,
AMPK-T, AMPK-P, FAS, ACC-T, ACC-P) overnight, a 4°C. Na manha seguinte foram lavadas com
solucdo TBS-T a 0,4% (tabela 1), durante uma hora, e posteriormente incubadas com o
anticorpo secundario correspondente ao primdrio anti-coelho, anti-cabra e anti-ratinho

(BioRad, EUA), durante duas horas e a temperatura ambiente.

Revelacdio das Membranas: As membranas foram reveladas com o substrato Enhanced
Chemiluminescence (ECL) numa proporc¢do de 1:1, usando o kit (Clarity Western ECL Substrate,
BioRad, EUA). Este substrato foi adicionado a membrana e a revelacdo foi conseguida através
do uso do sistema de detecdo de luminescéncia VersaDoc (BioRad, EUA), com recurso ao
programa informdtico Quantity One (BioRad, EUA). Apds a leitura das membranas a sua

quantificacdo teve por base o software Image Quant (Molecular Dynamics, EUA).
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Tabela 1: Solugdes utilizadas na técnica de Western Blotting

Sample Buffer (2x):
625mM Tris-HCl

10% Glicerol

2% SDS

5% B-mercaptoetanol
0,5% azul de bromofenol

Tampao Resolving, pH8,8:

0,75 mM Tris-HCI

0,2% SDS

Tampao Staking, pH 6,8:
0,25mM Tris-HCI;

0,2 SDS

2. Analise Estatistica

Tampao transferéncia, pH 11:
100 mM CAPS

Solugdo TBS, pH7,6:
25 mM Tris-HCl
150mM NacCl

Solugdo TBS-T, pH 7,6:
25 mM Tris-HCI;
150mM NaCl;

1% de Tween20

Os resultados foram analisados com recurso ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

devido ao numero de amostras por grupo ser inferior ao limiar da normalidade, com recurso

ao software IBM SPSS Statistics. Todos os dados sdo apresentados como média * erro padrao

da média. Foram considerados valores com diferengas estatisticas significativas se p<0,05.
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Resultados

1. Monitorizagdo do Peso e Ragao

Devido ao fato de os animais terem sido alimentados com uma dieta rica em gordura e em
sacarose, torna-se necessdrio avaliar parametros tais como: a ragao ingerida (g), ingestdao
caldrica (Kcal), peso corporal ao sacrificio (g), e peso do TAE (g) entre os 5 e os 6 meses de
idade (g). Desta forma é possivel verificar que o grupo GKHFDBr apresenta uma diminuicdo
significativa da racdo ingerida e das calorias associadas em relagdo aos grupos controlo e
diabético ndo obeso (GK) ambos com valores de (p<0,01), assim como ao grupo obeso
(GKHFD) (p<0,001) (tabela 2). No entanto, foi também observada uma diminuicdo no grupo
tratado com o veiculo, sugerindo que o manuseamento dos animais afeta o consumo da dieta
e diminui a ingestdo caldrica (p<0,01 vs GKHFD) (tabela 2).

Relativamente ao peso corporal, os animais W, aos 6 meses de idade, tém maior peso corporal
em comparagdo com os restantes grupos, sendo essa diferenga maior em relagdo aos ratos GK
controlo (p<0,01) e atenuada pelo consumo da dieta rica em gorduras (p<0,05). O peso
corporal nao foi afetado pelo tratamento com bromocriptina. Contudo, é visivel uma diferenca
consideravel no peso do tecido adiposo periepididimal do grupo administrado com farmaco
em relacdo ao grupo controlo com valores de (p<0,01) e ao grupo tratado com o veiculo

(p<0,05) (tabela 2).
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Tabela 2: Representagao esquematica da ragdo ingerida no tltimo més (g) ingestdo caldrica
para esse periodo (Kcal), peso corporal no dia do sacrificio (g), e peso do TAE (g) para os
diferentes grupos de estudo.

Grupo W GK GKHFD GKHFDBr GKHFDVh
Racdo (g/rato/dia) | 21,620 21,6£0,7  23,7#0,9 15,4+1,3 18,8+0,1
FRHISSS 55
Ingestdo caldrica 61,010 61,1+2,0 67,14£2,5 43,5£3,7 53,240,2
(Kcal/rato/dia) *EHHSSS SS
Peso corporal | 441,3+11,1  385+7,8 392,348,6 395,3+44.,9 398,6+11,3
sacrifico (g) ok * * *
Peso TAE (g) 5,610,7 3,710,2 3,940,3 2,610,5 4,7+0,3
* *%gQ

W- Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administracdo de Bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administragdo de solugdo veiculo, 30 dias (5-6 meses). * vs
Wistar; # vs GK; $ vs GKHFD; & vs GKHFVh. 1 simbolo p<0.05; 2 simbolos p<0.01; 3 simbolos
p<0.001.

2. Avaliacdo dos Parametros Sistémicos

2.1.Tolerancia a Glicose e Sensibilidade a Insulina

Visto que os animais diabéticos tipo 2 apresentam uma hiperglicemia moderada, torna-se
imprescindivel a verificacdo da prova de tolerancia a insulina (PTI), assim como a resisténcia
periférica a mesma. Desta forma verifica-se que os animais controlo apresentam uma menor
area debaixo da curva (AUC) durante a PTI em comparag¢do com os ratos GK controlo
(p<0,001). O grupo GKHFD, devido a alimentacdo hipercalérica apresenta uma maior area
debaixo da curva em relacdo ao grupo W e GK (p<0,001), e os animais GKHFDBr reverteram
esse fendtipo pela administracdo da bromocriptina, quer em relagdo ao grupo GKHFD

(p<0,001), quer em relagdo ao grupo GKHFDVh (p<0,05) (figura 7A).
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Os valores de glicose obtidos as duas horas na prova de tolerancia a insulina e as 6 horas
em jejum coincidem com os resultados obtidos pela AUC, onde é possivel verificar, mais uma
vez, que os animais do grupo GKHFD apresentam um agravamento da glicemia as 2h durante a
PTI e da glicemia em jejum em relacdo ao grupo controlo (p<0,001) e diabético (p<0,001 as 2h
e p<0,05 em jejum) (figura 7B-C). Os animais tratados com bromocriptina, apresentaram uma
reducdo significativa da glicemia as 2h em relacdo ao grupo GKHFD, com (p<0,001) e GKHFDVh
(p<0,05) (figura 7B), mas também da glicemia em jejum, pois a diferenca entre os grupos de
dieta gorda e o grupo GK com dieta normal deixa de se verificar nos animais tratados com

bromocriptina (figura 7C).
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Figura 7: Area debaixo da curva (AUC) na prova de tolerancia a insulina (A), glicemia as duas
horas na mesma prova (A), e valores da glicemia apds 6 horas de jejum (B).

W- Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administracdo de Bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administra¢do de solu¢do veiculo, 30 dias (5-6 meses). * vs
Wistar; # vs GK; S vs GKHFD; & vs GKHFVh. 1 simbolo p<0.05; 3 simbolos p<0.001.
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2.2.Insulinemia, Glucagina e HOMA

Os niveis plasmaticos da insulina (figura 8A) e da glucagina (figura 8B), obtidos por ELISA Kkit,
ndao mostram diferencas estatisticas entre os grupos em estudo. Contudo, foi possivel verificar,
por meio do homeostatic model assessment (HOMA), um método utilizado para quantificar a
resisténcia a insulina, que os animais GKHFD apresentam um agravamento da insulino-
resisténcia em relagdo ao grupo controlo (p<0,01) e ao grupo diabético ndo obeso (p<0,05).
Observou-se também que os animais administrados com bromocriptina reduziram

parcialmente a resisténcia a insulina, aproximando-se do grupo GK controlo (figura 8C).
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Figura 8: Niveis de insulinemia (A), glucagina (B) e HOMA (C).

W- Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administracdo de Bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administragdo de solugdo veiculo, 30 dias (5-6 meses). * vs
Wistar; # vs GK. 1 simbolo p<0.05; 2 simbolos p<0.01.
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2.3.Perfil Lpidico

De acordo com os valores obtidos pela medicdo dos lipidos, é possivel verificar que os
animais diabéticos obesos apresentam um aumento, tanto dos niveis de triglicerideos, como
de colesterol em relagdo aos grupo controlo (p<0,01) e diabético (p<0,001) (figura 9A e 9B).
Com a administracdo de bromocriptina o perfil lipidico melhorou. Contudo, a diminuicao dos
triglicerideos foi mais notéria, reduzindo a diferenca em relacdo ao grupo W (p<0,05) e GK
controlo (p<0,01) (figura 9A). Ndo se verificaram diferencas significativas nos niveis de

colesterol apds o tratamento com bromocriptina (figura 9B).
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Figura 9: Niveis séricos (A) de triglicerideos e colesterol total (B).

W- Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administra¢do de Bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administracdo de solugdo veiculo, 30 dias (5-6 meses). * vs
Wistar; # vs GK; $ vs GKHFD; & vs GKHFBr. 1 simbolo p<0.05; 2 simbolos p<0.01; 3 simbolos
p<0.001.
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3. Detecgdo de Proteinas in vitro por Western Blotting

3.1.Recetores Dopaminérgicos, Adrenérgicos e Enzimas Envolvidas

Sabendo que a bromocriptina é um agonista do recetor D2 da dopamina, torna-se fulcral a
avaliacdo da sinalizacdo dopaminérgica no tecido adiposo, neste caso no TAE. Desta forma, os
animais GK controlo apresentaram uma diminuicdo dos recetores D1 (p<0,001) e D2 (p<0,05),
em comparagao com os ratos Wistar. Resultados similares foram observados nos grupos
GKHFD e GKHFDVh, com uma diminuicdo significativa da expressdo destes recetores em
comparag¢do com o grupo controlo (figura 10A-B).

O tratamento com bromocriptina reverteu completamente este processo para os recetores
D1, com valores semelhantes aos animais W e superiores aos ratos GK controlo (p<0,001),
GKHFD e GKHFDVh (p<0,01) (figura 10A). Para o recetor D2, é possivel verificar que a dieta
gorda (GKHFD e GKHFDVh) aumentou as diferengas estatisticas para o grupo W (p<0,01). Os
animais GKHFDBr reverteram parcialmente esse processo, demonstrando um aumento
significativo (p<0,05) em relagdo aos grupos GKHFD e GKHFDVh (figura 10B).

Uma vez que a sinalizagao adrenérgica é conhecida por regular o metabolismo lipidico do
tecido adiposo, foram analisados os niveis do recetor adrenérgico B3, que foram semelhantes
nos diferentes grupos de estudo (figura 10C). Analisamos, ainda, a enzima responsavel pela
sintese de L-DOPA, um percursor da dopamina, tendo-se verificado niveis menores da
expressao desta enzima, quando em comparagdao com os grupos GK, GKHFD e GKHFDVh
(p<0,05). No entanto, os animais aos quais foi administrada a bromocriptina mostraram um
incremento da expressdo de TH em relagdo ao diabético e diabético obeso (p<0,05), para

valores préximos dos animais controlo (figura 10D).
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Figura 10: Analise por Western Blotting dos niveis do recetor D1 (A) e D2 (B), do recetor
adrenérgico B3 (C) e da enzima TH (D).

W- Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administra¢do de Bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administracdo de solugdo veiculo, 30 dias (5-6 meses). * vs
Wistar; # vs GK; S vs GKHFD; & vs GKHFVh. 1 simbolo p<0.05; 2 simbolos p<0.01; 3 simbolos

p<0.001.
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3.2.Marcadores de Insulino-resisténcia

Tendo em vista o objetivo deste trabalho, foi imprescindivel verificar os efeitos da
enervacdo dopaminérgica nos mecanismos associados ao metabolismo da glicose e dos acidos
gordos no tecido adiposo, nomeadamente na insulino-resisténcia. Desta forma, avalidmos o
recetor da insulina na sua forma total e fosforilada, ndo se tendo observado diferencas
relevantes entre os diferentes grupos de estudo (figura 11A e 11B).

No entanto, verificdmos uma diminuicdo dos niveis do GLUT4 nos grupos GK e GKHFD em
relacdo ao grupo W (p<0,05). Verificou-se, ainda, um aumento significativo da expressdo desta
proteina no grupo administrado com bromocriptina, em relacdo ao grupos GK (p<0,01) e

GKHFD (p<0,05) (figura 11C).
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Figura 11: Analise por Western Blotting do recetor da insulina na sua forma total (IR-T) (A) e
fosforilada (IR-P) (B), e do transportador de glucose (GLUT4) (C).

W- Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administracdo de bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administragdo de solugdo veiculo, 30 dias (5-6 meses). * vs
Wistar; # vs GK; $ vs GKHFD; & vs GKHFVh. 1 simbolo p<0.05; 2 simbolos p<0.01; 3 simbolos
p<0.001.
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3.3.Marcadores Envolvidos na Oxidagao Lipidica

No sentido de avaliar o efeito da bromocriptina nos mecanismos relacionados com a
oxidacdo de acidos gordos, avaliou-se a AMPK, o PGC-lalpha e a UCP-1. Verificou-se uma
diminuicdo da expressdo da enzima AMPK, no grupo tratado com bromocriptina em relacdo ao
grupo W (p<0.05) e GK (p<0.01), que foi também parcialmente observada no grupo GKHFDVh
(p<0,05 vs GK) (figura 12A). Na forma fosforilada da proteina, verificou-se uma diminuicdo nos
grupos GK e GKHFD em relagdo ao grupo controlo (p<0.05). A bromocriptina reverteu
totalmente esta diminuicdo, em relacdo aos grupo GK e GKHFD (p<0.05) (figura 12B). Ndo se

verificaram diferencas estatisticas nos niveis do PGC-1a e da UCP-1.
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Figura 12: Analise por Western Blotting da AMPK na forma total (A) e na forma fosforilada
(B)

W- Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administracdo de Bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administragdo de solugdo veiculo, 30 dias (5-6 meses). * vs
Wistar; # vs GK; $ vs GKHFD; & vs GKHFVh. 1 simbolo p<0.05; 2 simbolos p<0.01; 3 simbolos
p<0.001.
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3.4.Marcadores Relacionados com o Armazenamento e Formagao de

Acidos gordos.

Em relacdo aos mecanismos de armazenamento lipidico, foi possivel verificar que os niveis
totais da PerA e da HSL mostram niveis similares entre os diferentes grupos de estudo, com
uma tendéncia ndo significativa para uma diminui¢do no grupo GKHFDBr (figura 13C). Pelo
contrdrio, a HSL-P, em jejum, apresenta uma diminuicdo dos seus niveis no grupo ao qual foi
administrada bromocriptina, em comparacdo com o grupo W (p<0,01), GK e GKHFD (p<0,05)

(Figura 13B).
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Figura 13: Analise por Western Blotting das proteinas HSL na forma total (A), e fosforilada
(B) e da Perilipina A (C)

W- Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administracdo de Bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administragdo de solugdo veiculo, 30 dias (5-6 meses). * vs
Wistar; # vs GK; $ vs GKHFD; & vs GKHFVh. 1 simbolo p<0.05; 2 simbolos p<0.01; 3 simbolos
p<0.001.
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Foi também avaliada a expressdo de proteinas responsaveis pela sintese de acido gordos,
tais como a ACC e a FAS, ndo se tendo verificado alteragGes significativas da forma total da
ACC. Os animais tratados com bromocriptina apresentaram uma diminuicao dos niveis de ACC
fosforilada (forma inativa) em relacdo aos grupos (Wistar p<0,05) e GKHFD (p<0,01) (figura
14B). Observou-se ainda uma diminuicdo dos niveis da FAS no grupo GKHFDBr, o que é

contraditério com a menor inativagdo da ACC neste grupo (figura 14C).
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Figura 14: Analise por Western Blotting das proteinas ACC na forma total (A) e fosforilada (B)
e da FAS (C)

W- Wistar com dieta standard, 6 meses de idade; GK — Goto-kakizaki com dieta standard, 6
meses de idade; GKHFD — GK com dieta enriquecida em gordura e sacarose (1-6 meses de
idade); GKHFDBr — GKHFD submetidos a administracdo de Bromocriptina, 30 dias (5-6 meses);
GKHFDVh — GKHFD submetidos a administragdo de solugdo veiculo, 30 dias (5-6 meses). * vs
Wistar; # vs GK; $ vs GKHFD; & vs GKHFVh. 1 simbolo p<0.05; 2 simbolos p<0.01; 3 simbolos
p<0.001.
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Discussao

A diabetes mellitus tipo 2 é uma patologia que tem vindo a tomar proporcdes a escala
global, sendo atualmente considerada como uma das maiores causas de mortalidade e
morbilidade. Esta doenca é impulsionada por fatores genéticos e ambientais, como a
obesidade que poderdao desempenhar um papel preponderante no desenvolvimento da
insulino-resisténcia e alteracGes nas células B pancreaticas (Emanuel et al.,, 2017; Negre-
salvayre et al.,, 2009; Shah & Brownlee, 2016). A insulino-resisténcia, por sua vez, esta
associada a deposicdo excessiva de dacidos gordos na sua forma ndo esterificada. A
consequente ativacdo de vias inflamatdrias impede a fosforilacdo e ativacdo do recetor de
insulina, a metaboliza¢do de glicose pelo adipécito e o armazenamento dos acidos gordos em
triglicerideos. Estas alteracdes conduzem ao aumento dos niveis plasmaticos de FFA e da sua
deposicdo ectdpica em tecidos sensiveis a insulina (DeFronzo, 2011; Paulo Matafome et al.,
2015; Nash, 2016). A bromocriptina, um agonista dopaminérgico D2, utilizado durante longos
anos no tratamento do Parkinson e de prolactinomas, foi recentemente aprovado pela FDA
como um farmaco apto a controlar os efeitos induzidos pela DMT2, em complemento com
uma dieta sauddvel e exercicio fisico (Kalra et al., 2011; Lopez Vicchi et al., 2016; Mikhail, 2011;
Shivaprasad & Kalra, 2011). Este trabalho procurou avaliar o efeito da bromocriptina sobre as
vias de armazenamento e metabolismo lipidico do tecido adiposo, bem como a sua relagdo
com a melhoria do perfil glicémico e da sensibilidade a insulina.

Apesar de algumas células neuronais e macréfagos parecerem estar envolvidos na
producdo de catecolaminas, (Vargovic et al.,, 2011) demonstraram, pela primeira vez, que
existe a sintese de catecolaminas enddégena por parte do tecido adiposo. Esse estudo foi
executado com recurso a um inibidor competitivo da TH, que impediu especificamente a
sintese de dopamina e norepinefrina nos adipdcitos. Assim, este estudo sugeriu que, mesmo

em condi¢cbes basais, quando a atividade do sistema adrenal simpdatico é menor, as
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catecolaminas produzidas localmente possam afetar a mobilizacdo lipidica nos adipdcitos
(Vargovic et al., 2011). Neste contexto, o nosso objetivo foi avaliar o potencial terapéutico da
bromocriptina na modulacdo da funcdo metabdlica do tecido adiposo periepididimal, com o
envolvimento da sinalizacdo dopaminérgica e repercussdes na insulino-resisténcia e no perfil
glicémico na diabetes mellitus tipo 2. A informacdo sobre os efeitos da bromocriptina nos
mecanismos de consumo, armazenamento e sintese da glicose e dos acidos gordos no tecido
adiposo sdo ainda pouco conhecidos. Estudos anteriores demonstraram que individuos obesos
com DMT2 aos quais foi administrada bromocriptina ndo apresentaram diferencas na perca de
peso corporal em relagdo ao placebo (Gaziano et al., 2010; Pijl H. et al, 2000). Os nossos
resultados comprovam estas observa¢des, no sentido em que, mesmo tendo-se observado
uma diminuicdo das calorias ingeridas apds tratamento com bromocriptina, ndo se verificaram
alteracOes significativas no peso corporal.

Neste estudo observdmos ainda que a bromocriptina melhora a sensibilidade a insulina,
por melhoria da area sob a curva e dos valores da glicemia as 2 horas durante a prova de
tolerancia a insulina, mas também pela melhoria do HOMA e da glicemia apds jejum de 6
horas. Estes resultados sao indicios de uma maior captagao de glicose pelos tecidos periféricos
nos animais aos quais foi administrada a bromocriptina, o que estd de acordo com os estudos
anteriores (Mikhail, 2011; Pijl H. et al, 2000; Schwartz & Zangeneh, 2016). Em particular, em
estudos anteriores em individuos com DMT2, sujeitos a 16 semanas de tratamento com
bromocriptina, foi possivel identificar uma diminui¢cdo da glicemia plasmatica em jejum e na
prova oral de tolerancia a glicose, em comparagdo com um aumento no grupo placebo. Estes
dados sugerem que a bromocriptina promove um aumento da tolerancia a glicose (Pijl H. et al,
2000). No estudo de (J. E. d. L. van Weenen et al., 2010) foi demonstrado que a bromocriptina
diminui a secre¢do de insulina nas células B. Embora este mecanismo possa estar envolvido na
alteracdo da resposta a glicose, os efeitos da bromocriptina na captagdo da mesma pelas

células do tecido adiposo, figado e musculo esquelético sdo desconhecidos. Ainda assim, é

46 | Pagina



Discussao

importante referir o seu papel protetor na secre¢do de insulina nas células B do pancreas
(Lopez Vicchi et al., 2016; Schwartz & Zangeneh, 2016). Este efeito no pancreas pode advir da
regulacao simpatica, mas também da regulacdo neuronal do nicleo supraquiasmatico com o
hipotalamo ventromedial, pelo que é possivel que as catecolaminas periféricas neste tecido
tenham uma regulacdo mediada pelo hipotdlamo (Lopez Vicchi et al., 2016).

Outros estudos descreveram a bromocriptina como um farmaco capaz de promover uma
melhoria dos niveis de triglicéridos e dos FFA, pela diminuicdo da sua sintese no figado e da
sua mobilizacdo a partir do tecido adiposo (Scranton & Cincotta, 2010). Este fato é
comprovado pelos resultados obtidos dos animais tratados com bromocriptina em
comparagdo com os seus controlos diabéticos obesos, pela diminuicio dos niveis de
triglicerideos. Estes efeitos, apesar de ndo serem visiveis através do peso dos animais, sdo
concordantes com a diminuicdo da racdo ingerida, das calorias associadas, assim como os
valores obtidos pela pesagem do tecido adiposo periepidimal, o que pode sugerir alteracdes na
mobilizagdo dos lipidos. Estes efeitos apresentam algumas limitagdes, nomeadamente no
grupo veiculo, por apresentar diminuicdo da ragao ingerida e das calorias associadas. Ainda
assim o grupo veiculo ndo apresentou quaisquer alteragdes do perfil lipidico ou glicémico.

Uma vez que a bromocriptina é um agonista D2 dopaminérgico, fomos avaliar a sinalizagdo
dopaminérgica no tecido adiposo periepididimal pelo estudo da enzima tirosina hidroxilase e
dos recetores D1 e D2 da dopamina. Verificamos um aumento da sua expressdao nos animais
tratados com bromocriptina, sem altera¢cdes na expressdao do recetor adrenérgico B3. Desta
forma, demonstramos que existem alteracGes da sinalizacdo dopaminérgica no tecido adiposo
e que a expressdao da maquinaria de sintese e dos recetores da dopamina estdo aumentados
no grupo de animais administrados com bromocriptina, possivelmente com consequéncias
para a fungdao metabdlica do adipdcito, devido a sua ligagdo a sintese de AMP ciclico. Nao sao,
ainda assim, de excluir os possiveis efeitos centrais da bromocriptina, podendo as alteragdes

no tecido adiposo ser reflexo dessas ac¢des.
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Foi avaliada a via de sinalizagdo da insulina no tecido, ndo se tendo observado altera¢des
significativas da expressao e ativacdo do recetor da insulina nos diferentes grupos. Contudo, é
visivel um aumento do GLUT4, um transportador de glucose dependente da insulina, indicando
um aumento da captacao de glicose. Uma vez que estes estudos foram realizados em tecidos
de animais sacrificados apds jejum overnight é, no entanto, possivel que essa possa ser a razao
para a auséncia de alteracdes no recetor da insulina nos animais tratados com bromocriptina e
gue resultados diferentes se poderiam obter no periodo pds-prandial. Ainda assim, o GLUT4 é
também regulado pela enzima AMPK, podendo esta constituir uma via de ativacdo do
transportador independente do recetor da insulina (Daval, Foufelle, & Ferré, 2006; Huang &
Czech, 2007).

A lipdlise é estimulada em periodos de jejum, sendo fortemente inibida pela insulina no
periodo pds-prandial. Fomos avaliar os marcadores implicados na oxidacdo e sintese lipidica,
devido a sua conhecida regulacdo pela insulina e, possivelmente, pela bromocriptina. Os
estudos existentes mencionam a bromocriptina como um fdrmaco capaz de modular os
depdsitos de gordura pela modulagdo da lipdlise e da lipogénese, reduzindo a acumulagao de
lipidos (Kalra et al., 2011; Lopez Vicchi et al., 2016). Neste estudo verificdmos uma maior
ativacao da AMPK no grupo tratado com o farmaco, tendo revertido a diminuicao observada
nos ratos diabéticos e diabéticos mantidos com dieta rica em gorduras. Esta proteina
encontra-se diminuida na obesidade e na insulino-resisténcia (Lindholm et al., 2012;
Ruderman, Carling, Prentki, & Cacicedo, 2013), e quando ativa fosforila e inibe diretamente a
atividade da ACC, uma enzima envolvida na sintese de malonil-CoA a partir da acetil-CoA, bem
como a expressdao da FAS (Bijland et al., 2013). Assim, seria esperada uma inibicdo da ACC,
divergindo o Acetil-CoA para o ciclo de Krebs, em vez da lipogénese. No entanto, verifica-se
uma diminui¢do da forma inativa (fosforilada) desta enzima. Paradoxalmente, a bromocriptina
levou também a diminuicdo dos niveis da FAS, sugerindo uma inibicdo da lipogénese. Em

relagdo a regulagdo da lipdlise, verificou-se uma menor ativacao (fosforilagdao) da HSL em jejum
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apds tratamento com bromocriptina, o que sugere menor lipdlise. Assim, estes dados
aparentemente contraditérios levantam novas questGes sobre o papel da sinalizacdo
dopaminérgica in vivo no tecido adiposo e, particularmente, da bromocriptina no que respeita
aos seus efeitos na sintese e armazenamento dos acidos gordos. Mais ainda, a auséncia de
literatura nesta area e, em particular, na regulacdao destes mecanismos ao nivel do tecido
adiposo, torna dificil compreender os resultados obtidos. Sdo, assim, necessdrios mais estudos,
no sentido de compreender os mecanismos envolvidos, bem como desvendar o papel da
sinalizagdo dopaminérgica e da prépria secre¢do de catecolaminas pelo tecido adiposo. E ainda
importante, discernir os efeitos centrais da bromocriptina dos seus possiveis efeitos
periféricos, no sentido de compreender os mecanismos pelos quais se observa uma melhoria

do perfil glicémico e da sensibilidade a insulina.
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Conclusoes

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a bromocriptina induz uma
melhoria do perfil glicémico e da sensibilidade periférica a insulina. Foi ainda observada uma
diminuicdo da racdo ingerida e do peso do tecido adiposo periepididimal, sem que se tenham
verificado altera¢des do peso corporal, sugerindo alteragdes da mobilizacdo dos lipidos. Estas
evidéncias sdo suportadas pelas alteragdes das vias de oxidacdo, sintese e armazenamento dos

lipidos no adipdcito apds tratamento com o farmaco.

A bromocriptina levou a um aumento dos recetores dopaminérgicos no tecido adiposo,
bem como ao aumento da expressdo da enzima-chave da via biossintética da dopamina,

sugerindo que a bromocriptina pode ter efeitos diretos no tecido adiposo.

Estes resultados sugerem que a bromocriptina melhora o perfil metabdlico do tecido
adiposo, com efeitos benéficos na sensibilidade a insulina e melhora o perfil global de diabetes
mellitus tipo 2. Contudo, os mecanismos subjacentes as altera¢gdes do metabolismo lipidico sdo
ainda desconhecidos, pelo que sdo necessarios estudos futuros que permitam identificar os
mecanismos centrais ou periféricos pelos quais a bromocriptina parece regular o metabolismo
dos acidos gordos. Desta forma, poder-se-do identificar alvos terapéuticos que permitam

modular a sinalizagdo da dopamina e a sensibilidade a insulina na diabetes tipo 2.
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