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RESUMO

Introducao: O Efeito Incretinico — o incremento da liberacao da insulina estimulada pela
glicose administrada por via oral vs. infusdo EV — esta diminuido nos estados
disglicémicos. A despeito de evidéncias de estudos com ilhotas humanas de que os
acidos graxos livres (FFA) interferem na funcao incretinica, ha pouca informagao sobre
seus efeitos em humanos. Nés testamos o impacto da manipulagdo aguda bidirecional
dos FFA (aumento ou reducéo) no Efeito Incretinico em humanos.

Métodos: Treze individuos com Diabetes tipo 2 (DM2) e 10 voluntarios sem diabetes
foram submetidos a um TOTG de 3h, e, uma semana mais tarde, a uma infusdo EV de
glicose reproduzindo o perfil da curva glicémica, isoglicémica (ISO; pareada ao TOTG).
Ambos os estudos foram repetidos durante infusao de lipideos exégena nos voluntarios
sem diabetes, e ap6s administracao de acipimox (para inibicao de lipdlise) naqueles com
diabetes. Um modelo matematico da dindmica da secregao de insulina foi utilizado para
acessar a secrecao total de insulina (TIS), a beta cell glucose sensitivity (-GS), a
potenciacao induzida pela glicose e a potenciacdo induzida pelas incretinas. O indice de
sensibilidade oral a glicose (OGIS) foi usado para estimar a sensibilidade a insulina.
Resultados: A infusdo de lipideos aumentou a concentracdo plasmatica de FFA e
triglicérides em 10 e 5 vezes respectivamente, € a TIS no TOTG e no ISO, induzindo a
resisténcia a insulina. A potenciagao pelas incretinas diminuiu. A potenciacédo pela
glicose, a -GS, o GLP-1, GIP e Glucagon nao foram afetados. Acipimox, que diminuiu
os niveis de FFA em ~55%, reduziu a glicose plasmatica e TIS, e melhorou a
sensibilidade a insulina, mas nao mudou a S-GS, potenciagao pela glicose, potenciagdo
pelas incretinas, ou as respostas do Glucagon, GLP-1 ou GIP. O efeito incretinico,
calculado como a diferenca percentual, também diminuiu nos participantes nao
diabéticos e ficou inalterado naqueles com diabetes.

Conclusao: O aumento dos FFA seletivamente diminui o efeito incretinico e a
sensibilidade a insulina em nao diabéticos, enquanto que a reducédo aguda dos FFA
diminui a glicemia e melhora a sensibilidade a insulina em DM2, mas ndo corrige a

potenciacao induzida pelas incretinas que é deficiente nesta condicéo.



ABSTRACT

Aims/hypothesis: Incretin effect - the potentiation of glucose-stimulated insulin
release induced by the oral vs. the iv. route - is impaired in dysglycaemic states.
Despite evidence from human islet studies that NEFA interfere with incretin function,
little information is available about the effect in humans. We tested the impact of acute
bidirectional NEFA manipulation on the incretin effect in humans.

Methods: Thirteen individuals with type 2 diabetes and ten non-diabetic volunteers
had a 3 h OGTT, and, a week later, an i.v. isoglycaemic glucose infusion (ISO; OGTT
matched). Both pairs of studies were repeated during an exogenous lipid infusion in
the non-diabetic volunteers, and following acipimox administration (to inhibit lipolysis)
in people with diabetes. Mathematical modelling of insulin secretion dynamics
assessed total insulin secretion (TIS), beta cell glucose sensitivity (8-GS), glucose-
induced potentiation (Paru) and incretin-induced potentiation (Pincr); the oral glucose
sensitivity index was used to estimate insulin sensitivity.

Results: Lipid infusion increased TIS (from 61 [interquartile range 26] to 78 [31]
nmol/m? on OGTT and from 29 nmol/m? [26] to 57 nmol/m? [30] on ISO) and induced
insulin resistance. Pincr decreased from 1.6 [1.1] to 1.3 [0.1] (p < 0.05). B-GS, PaLu
and glucagon, glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and gastric inhibitory polypeptide (GIP)
responses were unaffected. Acipimox (lowering NEFA by ~55%) reduced plasma
glucose and TIS and enhanced insulin sensitivity, but did not change B-GS, Pincr, PcLu
or glucagon, GLP-1 or GIP responses. As the per cent difference, incretin effect was
decreased in non-diabetic participants and unchanged in those with diabetes.
Conclusions/interpretation: Raising NEFA selectively impairs incretin effect and
insulin sensitivity in non-diabetic individuals, while acute NEFA reduction lowers
plasma glucose and enhances insulin sensitivity in people with diabetes but does not
correct the impaired incretin-induced potentiation.

Keywords: Acipimox; Beta cell function; Incretin effect; Incretin hormones; Isoglycaemic
protocol; NEFA, Potentiation.



SIGLAS

ATP = trifosfato de adenosina

AMP = monofosfato de adenosina

AUC = area sob a curva

B—GS = sensibilidade da célula 3 a glicose

CEP = comité de ética em pesquisa

Cx36 = connexin 36

Db/db = modelo de rato obeso e diabético que mimetiza o DM2 humano
DM2 = diabetes mellitus tipo 2

DPP-1V = dipeptidil peptidase-1V

DPP-1V i = inibidor da DPP-IV

DI = Disposition index

El = efeito incretinico

EFSD = European Federation for the Study of Diabetes
eGFR = taxa de filtragdo glomerular estimada

EV = endovenosa

F = voluntario feminino

FFA = acidos graxos livres

Fa/fa = modelo de rato Zucker com obesidade genética
GIP = polypeptide insulinotropic glucose-dependent
GLP-1 = glucagon-like polypeptide-1

GLP-1R = receptor do GLP-1

GLUT-2 = transportador 2 de glicose da membrana celular
GSIS = glucose stimulated insulin secretion

GRP = peptideo liberador da gastrina

GTPase = guanosina trifosfatase

GPRA40 = receptor 1 de FFA em células pancreaticas
HbA1c = hemoglobina glicada

IR = resisténcia a insulina

ITG = intolerancia a glicose

IFG = impaired fasting glucose, diminuicao da tolerancia a glicose em jejum
ISR = insulin secretion rate; taxa de secrecao de insulina

IMC = indice de massa corporea



INS-1 = células de insulinoma em cultura

IL-6 = interleucina-6

NTG = normal tolerancia a glicose

M = voluntario masculino

M value = metabolic value; medida da sensibilidade tissular a insulina
MM = massa magra

MG = massa gorda

MDRD = modification of diet in renal disease

NEFA = non esterified fatty acids

NTG = normal tolerancia a glicose

OMS = organiza¢do mundial da saude

OGIS = oral glucose insulin sensitivity index; indice de sensibilidade derivado do TOTG
PA = pressao arterial

PC = peptideo-C

Pincr = potenciacao dada pelas incretinas

Pglu = potenciacdo dada pela glicose

PPAR = peroxisome proliferator-activated receptor

RISC = Relationship of insulin sensitivity and cardiovascular risk study
TG = Triglicérides

TIS = total insulin secretion; secrecao total de insulina durante experimento
TOTG = teste de tolerancia a glicose oral

TEVTG = teste EV de tolerancia a glicose endovenosa

TNF-alfa = fator de necrose tumoral-alfa

VS = versus

ZDF = Zucker Diabetic Fatty rats
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INTRODUCAO

a — Diabetes Mellitus tipo 2 - prevaléncia e mecanismos

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é doenca metabdlica cronica, multifatorial,
progressiva, com herancga poligénica, caracterizada pelo aumento crénico da glicose
sanguinea. A prevaléncia no Brasil era de 7,6% da populagdo adulta, em 1988
(Datasus.gov.br/idb). Segundo o Sistema de Vigilancia de fatores de risco e protecéao
para doencas crbnicas por inquérito telefénico, VIGITEL, a prevaléncia em 2016
atingia 8.9% da populacdo sendo maior entre as mulheres - 9.9%
(portalms.saude.gov.br). O VIGITEL em 2013 mostrou que a prevaléncia do DM2 esté
progredindo com a idade, sendo 17,1% entre 55 a 64 anos e 22,1% acima dos 65
anos (1). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima um aumento de 114% de
2000 a 2030, em numeros absolutos de 171 para 366 milhdes, sendo que 2/3 desses
estardo em paises em desenvolvimento. Em 2012 o diabetes causou 1,5 milhdo de
mortes, sendo 43% prematuramente (antes dos 70 anos), segundo dados da OMS
(2).

O DM2 é caracterizado por defeitos na acao da insulina e na fungéao da
célula B, promovendo hiperglicemia crénica que, por sua vez, levara as complicacoes,
macro e microvasculares, causadoras da morbimortalidade da doenca. Parece que a
disfuncdo da célula B é o principal defeito na maioria dos casos, sendo menos provavel
que o déficit da massa de célula 8 sozinho seja a causa primaria. Uma série de genes
herdados fazem com que os tecidos se tornem resistentes a insulina. Claramente a
resisténcia a insulina (IR) é fator importante, sendo encontrada no figado, musculo e
tecido adiposo de parentes de primeiro grau de pessoas com DM2, mesmo antes
destes apresentarem obesidade e hiperglicemia (3,4). Um defeito genético na acao
da insulina esta presente no DM2, e a doenga se manifesta quando a célula 3 se torna
incapaz de se adaptar a um stress metabdlico crénico. Embora a origem da IR seja
genética, a alta incidéncia de DM2 que se abateu nos paises ocidentalizados vem
sendo atribuida a epidemia de obesidade e da inatividade fisica. Segundo DeFronzo,

um “octeto sinistro” compde a fisiopatologia do DM2, quais sejam:

1. diminui¢cdo da secrecao de insulina;
2. diminuig&o do efeito incretinico;
3. aumento da secrecéo de glucagon;
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aumento da producéao hepatica de glicose;
aumento da lipdlise;

diminuicdo da captagdo muscular de glicose;
aumento da reabsorcao renal de glicose e

disfuncao de neurotransmissao cerebral resultando em resisténcia local a insulina.

| Efeito
Incretinico

| Secregéo M

de Insulina '

I Lipélise

| secrecdo (3

de |
glucagon |

| reabsorcéo de
glicose
| Produgéo |Captagéo de
hepatica de ; glicose
glicose Disfungéo de

neurotransmisséo

Esquema extraido de DeFronzo, Banting Lecture, Diabetes 2009.

Todos estes fatores levam a hiperglicemia e associados fazem com que
haja uma maior demanda na producgao de insulina para contrabalancar o defeito na
sua acado. Enquanto as células B forem capazes de aumentar a secre¢cdao de modo
suficiente, a tolerancia normal a glicose € mantida. Porém a IR no musculo e figado
e a faléncia da célula B, levando a hiperglicemia crénica, causam um declinio ainda
maior da sensibilidade a insulina (5). O conceito da célula @8 “atordoada”, nos remete
aquela célula que fica inabilitada temporariamente, para exercer suas funcoes, pela
hiperglicemia crénica mantida, mas pode recuperar sua competéncia mesmo que em

parte (6). O estudo DIRECT avaliou pacientes com diagnéstico de DM2 ha menos de
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seis anos, e submeteu um grupo a uma dieta bastante hipocalérica por um periodo de
trés a cinco meses. Os resultados foram comparados a um grupo controle sob
tratamento conservador. Os pacientes que mantiveram emagrecimento substancial
durante um ano tiveram remissdo da doenca (quase 50% dos participantes). Este
resultado pode ser secundario a diminuicdo da IR ou melhora da funcao g celular, ou
a ambos os fatores, dados estes ndo disponiveis até o momento (7). Estudos
menores, entretanto, relataram recuperacao da célula B, especificamente da primeira
fase de secrecao insulinica nos pacientes que responderam a dieta hipocal6rica com

remissao do diabetes (8,9).

Para um dado grau de IR, é necessario um defeito adicional na secrecao
de insulina para produzir a diminuicdo da tolerancia a glicose. Além da glicose,
hormédnios gastrointestinais potentes estimulam a secrecao pancreatica de insulina,
tais como as incretinas GIP (polipeptideo insulinotropico glicose-dependente) e o
GLP-1 (glucagon like polypeptide-1), através das interacdes com seus receptores nas
membranas da célula 8 (10). Defeitos da célula B8, nas vias de sinalizagao da insulina

ou das incretinas estao envolvidos no déficit de secrecao de insulina, na intolerancia
a glicose (ITG) e no DM2 (11).

b - Efeito Incretinico e incretinas

O Efeito Incretinico (El) é caracterizado pela liberagao de substancias da
mucosa intestinal, que se segue a ingestao de nutrientes (12,13) capazes de induzir
secrec¢ao de insulina, além daquela causada pela absorgéo e metabolismo da glicose,
por si s6. Este efeito € responsavel por aproximadamente 50-70% da resposta
insulinica a glicose via oral (14). O El desempenha importante papel no metabolismo
da glicose em pessoas normais e sua deficiéncia esta ligada a fisiopatologia do DM2.
Os principais horménios incretinicos séo o GIP e o GLP-1. Além da glicose, proteinas
e lipideos estimulam a liberagdo destes horménios gastrointestinais. Em solucdes
isocaldricas, a resposta do GIP é maior as proteinas que aos lipideos (15). Da mesma
forma que a glicose, a ingestdao de lipideos e proteinas desencadeia resposta
secretoéria de insulina maior do que a administragdo endovenosa destes nutrientes

(16,17). Portanto, pode-se generalizar o conceito de El para lipideos e proteinas.

O GIP, peptideo de 42 aminoacidos, tem seus receptores expressos nos
intestinos, ilhotas pancreaticas, tecido adiposo, coragao, cértex adrenal, hipdfise e
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varias regides cerebrais (18). E secretado pelas células K, especificas da mucosa
intestinal, presentes em toda a extensao do intestino delgado, mas sobretudo no
duodeno (19).

O GLP-1, produto do gene do glucagon, se expressa nas células a
pancreaticas e também nas células L da mucosa intestinal, uma das mais abundantes
células enddcrinas do intestino (20,21). Este hormbnio € uma das substancias mais
potentes para a liberacao da insulina. Muitas células enddcrinas intestinais produzem
ambos, GLP-1 e GIP (22), mas o GIP é predominantemente secretado pelo duodeno,
enquanto o GLP-1 é mais presente no intestino delgado distal, onde existem mais
células L.

A secrecao do GLP-1 se inicia minutos apds a ingestao de nutrientes, e a
concentragao plasmatica varia de acordo com o tipo de alimento (23,24). Alguns
mecanismos indiretos tém sido propostos. Um deles seria a transmissao dos sinais
do intestino proximal ao distal, via Sistema Nervoso Autbnomo e Sistema Nervoso
Entérico das paredes gastrointestinais (25-28). Outro seria a transmissao endocrina
através de hormonios gastrointestinais e neuropeptideos, tais como substancia P e
peptideo liberador da gastrina - GRP (26, 29-31). A liberacdo de GLP-1 no delgado
proximal se daria por um subgrupo de células que co-expressa o GIP e o gene do
proglucagon a esse nivel do trato digestivo (19, 32). De fato, células L ja foram
identificadas no duodeno (33) e no jejuno (34), porém elas se encontram em maior
numero no ileo, colon e também no reto (19, 32). Supde-se que o GIP possa interferir
de dois modos na liberagdo de GLP-1 pelas células L, conforme sua concentragéo:
em niveis fisiol6gicos, apos a sensibilizacdo das células K duodenais pela gordura,
proteinas e glicose, atuaria via aferente vagal, estimulando as células L indiretamente.
A via eferente envolvida seria o ramo celiaco do nervo vago, sob influéncia do GRP.
Em niveis muito altos, o GIP estimularia diretamente essas células L (27). O GLP-1 é
liberado de maneira pulsatil tanto em jejum como apéds estimulo oral de glicose. A
administracdo de atropina diminui a secrecdo de GLP-1 apds estimulo glicidico e
também a amplitude da pulsatilidade (35), confirmando a participagdo do sistema

nervoso autbnomo.

A concentracdo sérica pés-prandial das incretinas intactas é muito maior
quando se fala do GIP — maior que 100pmol/L — que do GLP-1 — 5 a 15pmol/L (14).
Elas sdo metabolizadas rapidamente por uma enzima denominada dipeptidil-
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peptidase IV (DPP-IV) encontrada difusamente no organismo, tal como na borda em
escova intestinal, no endotélio e no plasma. A sensibilidade a DPP-1V ¢ diferente para
o GIP e GLP-1. O GIP é menos sensivel, sendo degradado em 50% pela enzima
enquanto que o GLP-1 é degradado em torno de 80-90%. Da mesma maneira, a meia
vida do GIP intacto € de aproximadamente sete minutos, enquanto o GLP-1 intacto é
clareado do plasma em um tempo ainda menor — um a dois minutos (36-40). Deste
modo, no periodo pés-prandial hd uma concentracdo plasmatica maior de GIP
biologicamente ativo que do GLP-1.

Os metabolitos dos dois horménios sdo eliminados pelos rins, resultando
em meia vida de 17 minutos para aqueles do GIP e de quatro a cinco minutos para o0s
do GLP-1 (36, 37). O figado é menos importante na eliminacdo dos metabolitos
(38,40). Porestarazao, a taxa de secrecao dos horménios é melhor estimada usando-
se ensaios que reagem tanto com o hormoénio intacto quanto com o metabolito
produzido apods a degradacao pela DPP-1V. O ensaio nao discriminatério dosa ambas
as formas, refletindo, por consequéncia, a taxa total de secrecéo.

Ha certa divergéncia sobre qual das incretinas é a mais potente: varios
estudos relatam ser 0 GLP-1 trés a cinco vezes mais potente que o GIP no DM2, pois
nesses pacientes ha uma menor reposta ao GIP (41-43). Os analogos do GLP-1 e os
inibidores da DPP-IV s&o inclusive utilizados para a terapia medicamentosa do
diabetes e obesidade. Entretanto, Jia e colaboradores referem que sao equipotentes
(44). Nos individuos NTG, o GIP parece ser mais importante que o GLP-1 para mediar
o efeito incretinico (45). Em relacdo as concentracdes das incretinas tanto em DM2
quanto em normais, conforme metanalise, varios fatores podem determinar sua
secrecdo e explicar algumas das variacdes encontradas em publicacbes, com
diferentes respostas do GLP-1 a ingestao de nutrientes (29).

O GLP-1 tem outros efeitos além de estimular a secrecédo de insulina, tais
como inibicdo da motilidade gastrointestinal, afetando positivamente a sua
homeostase nas por¢des proximal e distal, suprimindo a inflamag&o e promovendo a
integridade da mucosa; inibicdo da secre¢éo de glucagon, do apetite e da ingestao de
alimentos; vasodilatagédo; natriurese e aumento da somatostatina (14,39,46-50). Nas
células B, ele potencializa a secrecao de insulina induzida pela glicose através de
aumento de sua sensibilidade a glicose (51), melhora a biossintese da insulina,

aumenta a expressado do gene da pré-insulina e de outros genes essenciais para a
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funcdo da célula B tais como a glucokinase e a GLUT-2 (52,53). Promove a
diferenciacao das células progenitoras ductais em células 8 (54), inibe a apoptose das
células B, como demonstrado em estudos com ratos, in vitro e in vivo (55-57).
Promove também mitose de célula B8 em ilhotas isoladas de camundongos (58). O
GIP também tem efeitos extra incretinicos: aumento da somatostina, da atividade da
lipase lipoprotéica no tecido adiposo, ganho de peso corporal e aumento de formacgao

Ossea (39).

¢ - Efeito incretinico no DM2

O El esta diminuido em pessoas com DM2, assim como em outros estados
de resisténcia a insulina, tais como obesidade e intolerancia a glicose (59-64). Os
mecanismos subjacentes ndao foram completamente elucidados, mas multiplas
hipdteses ainda estdo sendo estudadas. O defeito incretinico, segundo alguns
estudos, acontece como consequéncia do “estado diabético”, ndo sendo uma causa
primaria da doenca (65-68), pois melhora apés compensacao do diabetes. Holz e
colaboradores em 1993, relataram a capacidade do GLP-1 restaurar a resposta
secretora de células S isoladas de ratos experimentalmente insensiveis a glicose (69).

Alternativamente esses defeitos (incretinicos) podem ter base genética (14, 70).

No DM2, a secregao do GIP geralmente esta normal, mas seu efeito se
encontra muito diminuido, enquanto a secrecao do GLP-1 esta diminuida e seu efeito
preservado (63,71). Toft-Nielsen e colaboradores realizaram um estudo cross-
sectional para comparar o GLP-1 de pacientes DM2 com controles saudaveis e com
intolerantes a glicose (ITG), mostrando uma diminui¢céo discreta da liberagédo do GLP-
1 apds uma refeicdo mista nos voluntarios ITG, e uma redugdo mais grave nos
pacientes portadores de DM2 (62). Essas observagdes podem significar uma perda
progressiva da capacidade de secretar GLP-1 com a evolugdo do diabetes. Além
disso, observou-se uma diminuicdo da resposta as incretinas no estado diabético
supostamente devido a down-regulation dos receptores de GLP-1 e GIP decorrentes
da hiperglicemia (72), em ilhotas de camundongos (expostas cronicamente a
hiperglicemia) e também em ilhotas de pacientes com DM2 (73). Adicionalmente,
esse defeito pode ser devido a redugédo do numero de células 8 ou a disfuncédo das
mesmas, sendo mais provavel a combinacado de ambas as possibilidades (74-79). Ja
esta bem demonstrado que a exposicao prolongada da célula B8 a niveis elevados de
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glicose, leva a chamada glicotoxicidade, ou seja, a uma deficiéncia de secre¢cdo em
resposta a glicose ou a outros secretagogos (79-84). Essa situacdo pode ser
reversivel dependendo da capacidade residual das células 3 (6).

Como mencionado anteriormente, a resisténcia a insulina (IR) diminui a
liberacao do GLP-1. O GLP-1 é um horménio glucagonostético, isto €, inibe a
secrecao do glucagon (42,49). No DM2 o glucagon esta paradoxalmente elevado.
Parece que a hiperglucagonemia de jejum e também em resposta a glicose oral, se
desenvolve antes da intolerancia a glicose e do diabetes manifesto, como
consequéncia da IR (64,80). O glucagon, por sua vez, suprime o GLP-1 (81), porém
nao se conhece 0 mecanismo exato. Uma hipétese seria um efeito direto do glucagon
em receptores nas células L. Pacientes diabéticos frequentemente apresentam
hiperglucagonemia (82) e lentidao do transito de nutrientes antro-duodenal, bem como
neuropatia autonémica gastrointestinal aferida por método adequado (81,83,84).
Todos estes fatores podem estar implicados na diminuicdo do GLP-1 observada
(63,71).

Comparando-se a resposta da secrecao de insulina entre GIP e GLP-1 no
DM2, observa-se que este ultimo é fortemente insulinotrépico, enquanto que com o
GIP ha uma perda de efetividade, sem se detectar uma estrutura defeituosa desses
horménios (41,42). Portanto, o efeito insulinotrépico do GIP é muito menos eficaz nos
pacientes diabéticos e, alguns autores valorizam mais este fato do que a diminuigéo
das concentragdes do GLP-1 para explicar a redugao do efeito incretinico (41,42, 45,
51). Por outro lado, a resposta do GIP a carga de glicose oral associada ao aumento
de acidos graxos livres (FFA) circulantes, desencadeada pelo uso de heparina
endovenosa, foi maior em mulheres obesas nao diabéticas comparadas com as
magras, sugerindo que o GIP possa assumir uma maior importancia, para manter a
secrecdo de insulina em individuos obesos que tenham diminuicdo da secrecédo de
GLP-1, prevenindo a hiperglicemia (85). Particularmente a secregédo do GIP esta
aumentada no DM2 (63,86). Apo6s numerosos estudos, Holst e colaboradores
concluiram que a célula B diabética expressa um receptor de GIP defeituoso, ou
mesmo pode ndo expressar tal receptor (87). Outra possibilidade € de que haja
mesmo uma down-regulation dos seus receptores no DM2 (73) ou uma resisténcia ao
GIP (42).
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O EI tem sido quantificado desde 1967 por Perley e Kipnis (12),
comparando a resposta da insulina apés a glicose oral e durante a infusdo de glicose
endovenosa (EV), imitando o perfil de glicemia ap6s a carga oral, ou seja, produzindo
uma curva isoglicémica a do Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG). Esta
abordagem elimina a necessidade de um completo conhecimento dos fatores
envolvidos e pode ser usada para avaliar a importancia relativa das incretinas sob
varias situacodes fisiopatoldégicas. Em individuos normais é responsavel por 40-80%
mais secre¢ao de insulina apds glicose oral ou refeicbes mistas, em relacdo a glicose
EV (13,63). Mas uma consideravel parte da (diferente) resposta insulinica nos testes
orais comparada a EV se refere a menor extracao hepatica da insulina no teste oral
comparativamente ao EV (88). Os horménios incretinicos, enddgenos ou
administrados nao influenciam o clearance de insulina, como se havia pensado
previamente (88). Ao contrario, em individuos saudaveis, o clearance hepatico de
insulina, medido através de canulagdo esplancnica, aumenta em propor¢cao a
quantidade de glicose ingerida e a insulina secretada (89). Possivelmente a via de
administracao de glicose influencie estes resultados. Parece que o que determina o
clearance hepatico de insulina é a propria secrecao de insulina, provavelmente pela
saturacao dos receptores de insulina nos hepatécitos e pelo grau de IR havendo uma
correlagdo inversa entre as concentragdes e o clearance de insulina (88). De fato, em
mulheres nao obesas com ITG, uma menor degradacado hepatica da insulina se
correlacionou com a resisténcia a insulina. Isto ndo foi observado nas mulheres com
NTG pareadas para idade e IMC (90). A insulina sofre extragdo hepatica enquanto
isto ndo ocorre com o peptideo-C (91). O fato de haver extracdo hepatica faz da
concentragao de insulina periférica uma base nao confiavel para calcular a secregcéao
insulinica e o El. Mudancgas no El sob condi¢des fisiolégicas ou patoldgicas, tais como
o DM2 e a obesidade, devem entao ser estimadas por comparagédo da resposta do
peptideo-C (ou da taxa de secrecéo dele derivada) a uma carga de glicose oral e a
um estudo isoglicémico EV (13).

Outra alteracao presente em diabéticos e em pacientes resistentes a
insulina é um aumento das concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres, FFA,
tanto em jejum como apos ingestdo de glicose ou de refeicdes mistas (92,93). O
aumento das concentragdes plasmaticas de FFA poderia inibir a secrecao de GLP-1

e ou a sua agao insulinotropica.
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d - FFA, diabetes e incretinas

Durante o jejum, FFA constituem o mais importante substrato energético
para os tecidos. No estado p6s alimentar hd um declinio, gracas a acao antilipolitica

da insulina.

Diabetes e obesidade centripeta sdo associadas a alteracdes dos lipideos
e nesses individuos, resistentes a insulina, é alta a taxa de lipdlise (93,94). A
resisténcia do tecido adiposo a insulina é comum no DM2, no ITG, e na obesidade
centripeta, havendo marcante resisténcia do adipécito ao efeito antilipolitico da
insulina, contribuindo para o elevado tfurnover de lipideos no préprio tecido adiposo,
aumentando assim a disponibilidade de FFA no plasma (93). Esse aumento de FFA
plasmaticos produz uma alteracdo da sinalizacao da insulina no musculo, diminuindo
a captacao de glicose, sintese de glicogénio (i.e. prejudica o metabolismo da glicose
e sintese de ATP muscular) e, também estimula a gliconeogénese hepatica (93, 95,
96). Ja foi demonstrado que FFA e alta taxa de lipdlise prejudicam a sensibilidade a
insulina tanto na normoglicemia quanto na hiperglicemia (96). E a diminuicao
overnight dos FFA melhorou a IR - avaliada por clamp euglicémico hiperinsulinémico
- e a hiperinsulinemia caracteristica de pessoas obesas, ITG e com DM2 (97).

A resisténcia a insulina associada ao aumento de FFA decorre de varios
fatores, tais como sinalizacado deficitaria da insulina (98,99) e de diminuigcdo da
oxidacao mitocondrial (100). Os efeitos deletérios dos FFA sobre a acao insulinica
incluem também stress oxidativo, inflamacéao e disfuncao mitocondrial (101-103), mas
os efeitos na secrecdo de insulina sdo menos conhecidos (103,104). Esse é o
conceito de “lipotoxicidade”. Confirmando estes resultados, uma diminuicdo da
concentragdo plasmatica dos FFA com acipimox (um potente inibidor da lipdlise)
melhora a sensibilidade a insulina e também a taxa de sintese de ATP mitocondrial
muscular esquelético, tanto em obesos tolerantes a glicose, mas resistentes a
insulina, como em pacientes com DM2, indicando que o defeito mitocondrial pode ser
reversivel (105). Assim, o aumento dos FFA causa IR. Este efeito também foi
observado em pacientes com DM2 submetidos a infuséo de lipides por 20 horas (106).

A acao deletéria dos FFA foi também observada em células pancreaticas
contribuindo para a disfungédo da célula B, um efeito téxico inibitério que, em ultima
analise, induz a sua apoptose (104,107,108). Varios estudos demonstraram que em

humanos, assim como em roedores, acidos graxos e glicose agem na célula 8 sendo
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importantes para o controle da secrecao de insulina (109,110). Um aumento
fisiolégico dos FFA plasmaticos, agudamente melhora a secrec¢éo de insulina, in vivo
e invitro (107,111) porém, estimula a glicogendlise e a gliconeogénese causando uma
moderada hiperglicemia de jejum. Entretanto esses efeitos sdo atenuados na
presenca de hiperglicemia como demonstrado em pacientes portadores de diabetes
tipo 1, nos quais a insulinemia ndo se modificou durante os experimentos (112).
Nestes pacientes ocorreu aumento da glicemia, provavelmente desencadeada por
fatores intra-hepaticos, nao relacionados a fungéao da célula S.

A influéncia dos FFA no aumento agudo da insulinemia, ocorreria por efeito
direto no pancreas, visto que a infusdo de acidos graxos de cadeia longa diretamente
na artéria pancreatica de cdes aumentou a secrec¢ao de insulina (111). Alongo prazo,
0 excesso de FFA causa diminui¢cdo da biossintese e secrec¢ao de insulina estimulada
pela glicose e da sensibilidade a insulina (113). A infusdo de lipideos em ratos
provocou um estimulo inicial (de trés horas) seguido por marcada inibicao da secrecao
de insulina induzida pela glicose, que persistiu por até 48 horas apo6s sua
administracdo (114). Resultados contraditérios foram relatados apds a infusdo de
lipideos em pessoas normais, pois agudamente ocorreu aumento da secrecao de
insulina estimulada pela glicose (115,116), mas uma infusdo overnight durante 10h
nao modificou a secrec¢ao basal nem a estimulada por glicose em outro estudo (117).
Ao contrario, a infusédo de Intralipid (emulsao de Triglicérides a 10%) por 24h, inibiu a
primeira fase de secre¢dao de insulina durante um teste de tolerancia a glicose
endovenosa (TEVTG) em individuos saudaveis (118). Entretanto, a infusao por 48
horas, também em né&o diabéticos, potencializou fortemente a secrecéo induzida pela
glicose (119). Quando infusbes por periodos mais longos (quatro dias) foram
testadas, os efeitos inibitérios foram observados somente no grupo com historia
familiar de DM2 e ndo em controles. Em um estudo in vitro, de ilhotas de ratos Zucker
(obesos, resistentes a insulina e ndo responsivos a leptina), 0 aumento sustentado
dos FFA por 24-48h prejudicou a secregao de insulina estimulada pela glicose, alterou
a expressdo de genes e promoveu apoptose (120). Em humanos, aumento
experimental de FFA por quatro dias partindo de valores em torno de 450 para 700
umol/l, resultaram em piora da fungéo da célula 8 em voluntérios com histéria familiar
de diabetes, mas ndo nos controles (121). Houve aumento da secrecao de insulina

em resposta as refeicoes mistas e a glicose endovenosa em individuos sem histéria
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familiar de DM2, enquanto naqueles com histéria familiar positiva, a primeira e
segunda fases da secrecao insulinica diminuiram em 25 e 42% respectivamente,
durante clamp hiperglicémico, demonstrando assim o papel da lipotoxicidade em
pessoas com alto risco para diabetes (121). Em individuos jovens normais sem
histéria familiar de diabetes, um aumento fisiolégico nos FFA induzido pelo jejum
prolongado, para niveis semelhantes ao estudo acima citado, levou a moderada
deterioracdo na funcdo da célula B. A deterioracdo foi mais evidente quando a
secrecao de insulina em resposta ao TEVTG foi examinada em relacao a resisténcia
a insulina predominante, calculando-se o disposition index, DI (122). Este indice é o
produto da secrecao pela sensibilidade a insulina. Diminuigdo de secrecao de insulina
apés 48 horas de infusdo de lipideos foi verificada em obesos nao diabéticos,
associada a diminuicao do clearance de insulina. Neste mesmo estudo observou-se
um aumento da secrecao de insulina sem modificacées do clearance nos pacientes
com diabetes (123).

Outra forma de avaliar o papel dos FFA na resposta insulinica é reduzir
seus niveis plasmaticos farmacologicamente. Assim, em pessoas NTG com e sem
histéria familiar de DM2 a diminuicao dos FFA pelo acipimox, foi associada a uma

melhor resposta aguda da insulina a glicose EV (122,124).

Aumentos experimentais dos FFA plasmaticos para niveis semelhantes
aos observados na obesidade e no diabetes tem indicado que o efeito do GLP-1 na
secrec¢ao de insulina pela célula 8 pode ser prejudicado pelas altas concentracdes dos
FFA (125,126). Kang e colaboradores investigaram o papel dos FFA na diminuicao
da resposta incretinica in vitro e in vivo em ratos db/db (modelo de rato diabético e
obeso). Verificaram que a diminuicdo nos niveis de lipideos plasmaticos melhora
seletivamente a eficacia do exendin-4, agonista do receptor de GLP-1, (mas ndo do
receptor do GIP), e a homeostase da glicose, possivelmente através da proliferacéo
da célula B pancreatica (125). Estes estudos mostraram que além da hiperglicemia,
a hiperlipidemia também é capaz de fazer down-regulation da expressdo dos
receptores do GLP-1 no diabetes. A discrepancia dos achados com o GIP reflete
provavelmente a complexidade dos efeitos da hiperlipidemia na funcdo da célula S.
Uma diminuicao da sinalizacdo do receptor incretinico parece contribuir para a glico-
lipotoxicidade em combinagdo com outras vias envolvendo o reticulo endoplasmatico

e stress oxidativo (127). N&o encontramos na literatura dados sobre o papel das



23

concentragdes dos FFA nas incretinas em humanos, com excessao de Ranganath e
colaboradores. Os FFA talvez interfiram na secrecao de GLP-1 ndo s6 na luz
intestinal, mas também através de seus niveis séricos, uma vez que 0 acipimox via
oral aumentou as concentragdes do GLP-1 em mulheres obesas, havendo correlacao
inversa entre o aumento cronico de FFA e GLP-1 — a diminuicdo aguda dos FFA em
humanos obesos mostrou correlacdo inversa com os niveis de GLP-1 (83,85). E muito
importante que se realizem estudos em humanos para verificar as consequéncias da
manipulacdo dos FFA na resposta do GLP-1 e da sua capacidade de potencializar a
secrecao de insulina pela célula 8. Uma compreensao mais abrangente da secrecao
de insulina e os fatores que a modificam, in vivo e em humanos, talvez auxilie na

prevengao e tratamento do diabetes.
e - Acipimox e FFA

Acipimox (ACP) é um derivado do &cido nicotinico, potente inibidor da
lipdlise por se ligar ao receptor GPR109A (128, 129). A inibicao da lipdlise no tecido
adiposo tem sido uma estratégia para diminuir os niveis dos lipideos no organismo.
Envolve a regulacado/supressdao da lipase-hormdnio-sensivel. O adip6cito ndao é
simples lugar de depésito de FFA, mas sim um érgao enddcrino, liberando horménios
e proteinas (leptina, TNF-alfa, IL-6, adiponectina, resistina) em resposta aos estimulos
metabdlicos. O &cido nicotinico e seus analogos diminuem o AMP ciclico intracelular
pela inibicdo da adenilciclase do adipdcito e estimula uma GTPase de alta afinidade,
em receptor acoplado a uma proteina G funcional na membrana celular dos adipocitos
(130). A ligacao do acido nicotinico foi detectada em tecido adiposo e bago de ratos,
mas nao em outros tecidos (130). Portanto, o acipimox pode ser usado para reduzir
experimentalmente os FFA. Além disto, parece nao ter acao direta na secrecéo de
insulina e seu efeito € de curta duragédo (aproximadamente seis horas), adequado a
experimentos agudos.

A melhora dos niveis lipidicos em modelos de obesidade e diabetes de
ratos aumenta a eficicia da terapia baseada em incretinas (125), mas em humanos
ndo ha informacdes sobre os efeitos da hiperlipidemia na secrecdo de insulina

induzida pelas incretinas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar se a potenciacdo da secrecao de insulina induzida pelas
incretinas é reduzida por uma elevacao aguda dos FFA plasmaticos em voluntarios
com tolerancia normal a glicose. E determinar se a reducado aguda dos lipideos

plasmaticos melhora o El em portadores de DM2.

Objetivos Secundarios

Verificar se a hiperlipidemia em voluntarios saudaveis e a reducéo lipidica
em pacientes com diabetes modificam a sensibilidade a insulina e os componentes
dindmicos da fungéao pS-celular: g-cell glucose sensitivity (sensibilidade da célula 8 a
glicose, B-GS), "rate sensitivity" e glucose potentiation (potenciacao induzida pela

glicose).

Observacao: o termo potenciagéo, do inglés potentiation, foi usado em todo

o texto, com o sentido de potencializar, intensificar, reforcar.
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PLANO DE INVESTIGACAO E METODOS

Populacao de estudo: Foram incluidos 10 voluntarios sem diabetes (NTG)
em Pisa, ltdlia e 13 pacientes com DM2 dos hospitais das Universidades Estadual de
Campinas - UNICAMP e Pontificia Universidade Catélica - PUC em Campinas, Brasil.

Critérios de Inclusao: idade = 18 e < 60 anos; indice de massa corporal,
IMC = 20 e < 39.9 Kg/m?, estavel nos Ultimos 6 meses; glicemia em jejum <100 mg/dl
e HbAi. < 6% para voluntarios NTG, e glicemia em jejum < 230 mg/dl e HbA1; entre
6,5-10% para os pacientes com diabetes. Foram incluidos tanto pacientes DM2 sem
terapia medicamentosa (drug naive) como pacientes em monoterapia com

metformina.

Critérios de Exclusao: infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca, AVC
e/ou ataque isquémico transitério nos seis meses precedentes ao consentimento
informado; niveis séricos de TGP, TGO, ou fosfatase alcalina trés vezes acima do
limite superior da normalidade durante o recrutamento e selegédo, e/ou durante o
periodo do estudo (run-in fase); funcao renal reduzida, definida por eGFR < 60
ml/minuto (taxa de filtracdo glomerular estimada) - formula MDRD - na consulta inicial;
cirurgia bariatrica nos dois anos precedentes ou outras cirurgias gastrointestinais que
induzam ma-absorg¢ao crbnica nos ultimos cinco anos; cancer (exceto carcinoma
basocelular) nos ultimos cinco anos; gravidez ou expectativa de gravidez nos
proximos seis meses; tratamento com esterdides sistémicos (mas nao aqueles
inalados); mudanga na dosagem de hormdnios tireoidianos nas seis semanas
precedentes ao consentimento informado e, qualquer outra doenca endécrina
excluindo DM2 e hipotireoidismo compensado, alcoolismo ou drogadigdo, ou outra
condicao que prejudique a adesao aos procedimentos do estudo.

Protocolo: A metformina foi suspensa dois dias antes do primeiro estudo
nos voluntarios com DM2. Cada voluntario foi submetido a quatro estudos

experimentais com intervalo de quatro a sete dias entre eles:

Teste oral de tolerancia a glicose, TOTG, com 180 minutos de duracao (75 gramas de
glicose). A duracgéo de trés horas foi escolhida para se avaliar a secrecao de insulina
por um periodo maior, em funcéo dos diabéticos frequentemente apresentarem curva
glicémica e insulinémica desviadas para a direita, ou seja, mais prolongada que nos

individuos normais. Além disto, estudos com glicose marcada demonstram que a



26

absorcao de glicose nao é completa aos 120 minutos apds ingestdo. Nas tabelas e
figuras tal teste foi denominado "OGTT".

Teste Isoglicémico, escolhido como o melhor para avaliar o El, uma vez que as
glicemias sao superponiveis as do TOTG, portanto supde-se que seu efeito sobre a
secrecao de insulina é igual apds ingestao de glicose ou durante glicose EV. Deste
modo, a variavel glicemia deixa de ser importante no calculo do efeito incretinico.
Portanto qualquer diferenca de secregao entre TOTG e Isoglicémico € secundaria aos
efeitos da passagem da glicose pelo tubo gastrointestinal, ou seja, ao efeito
incretinico, independentemente das concentragbes dos horménios incretinicos
conhecidos até o momento. A glicose foi infundida por via endovenosa, durante 180
minutos, reproduzindo a curva glicémica do TOTG ("ISO"). Para reproduzir a glicemia
medida durante o TOTG, no ISO usamos um algoritmo desenvolvido ad hoc para
determinar a velocidade variavel de infusdo de glicose a 10%, auxiliando assim a
reconstrugcdo da curva glicémica. O algoritmo foi desenvolvido em Pisa pelo Professor
Andrea Natali e utilizado em varios protocolos anteriores conseguindo-se reproduzir a
glicemia com precisao (59,60). Este algoritmo é um calculo da glicose a ser infundida
nos proximos 10 minutos, quando nova medida da glicemia é realizada. Trata-se de
calculo aproximado que considera a diferenca entre a glicemia medida naquele
momento e a proxima que deve ser semelhante a do TOTG no tempo sucessivo, 0
espacgo corporal de distribuicdo da glicose (0,200 ml/Kg de peso), e as supostas
sensibilidade a insulina e supressao da producdo enddgena de glicose. Devido ao
fato de serem suposicdbes baseadas na presenca de obesidade, diabetes e
antecedentes familiares para diabetes, e ndo medidas exatas destes parametros, a
infuséo é reajustatda pelo experimentador a cada 10 minutos.

TOTG associado a uma infusdo endovenosa de lipideos a 20% (Intralipid Fresenius
Kabi, composto por 6leo de soja purificado a 20%, fosfolipide de ovo, glicerol,
hidréxido de sodio e agua para injetaveis), uma mistura de acidos graxos essenciais
e nao essenciais de cadeia longa composta pelos acidos linoléico (44-62%), oléico
(19-30%), palmitico (7-14%), linolénico (4-11%) e estearico (1,4-5,5%) em velocidade
de 1,0 ml/minuto, nos voluntarios NTG em Pisa, que denominamos "L-OGTT". Nos
DM2 repetimos os estudos concomitantemente a ingestao de acipimox, "ACP-OGTT".
A infusado de lipideos se iniciou 120 minutos antes da ingestao de glicose juntamente
com Heparina (Ely Lilly - 5000Ul), para estimular a lipase lipoprotéica, que por sua vez
estimula a lipdlise, administrada em bolus de 200U seguida de infusdo endovenosa
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constante de 0,4U por kg/minuto. Acipimox foi administrado via oral, duas vezes na
dose de 250 mg, 120 minutos antes e 60 minutos apds a ingestdo de glicose (para
evitar um rebote das concentragoes de FFA).

Teste Isoglicémico semelhante ao anterior, porém associado a mesma infusdo de
lipideos nos voluntarios saudaveis ("L-ISO") e as mesmas doses de acipimox nos
pacientes diabéticos ("ACP-ISQO").

Amostras de plasma para dosar as concentracdes de peptideo-C, insulina,
FFA e glucagon foram obtidas nos tempos -120 -30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e
180 minutos nos DM2 e nos tempos -120, -60, -20, 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140,
160, 180 minutos nos NTG; GLP-1 e GIP nos tempos -120, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120
e 180 minutos nos DM2 e nos tempos -120, 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 180 minutos
nos NTG, nos TOTG. Em funcdo de ndo se esperar mudangas no GLP-1 e GIP
durante os estudos isoglicémicos, aqui eles foram dosados apenas nos tempos -120,
0, 30, 60, 120 e 180 minutos. Triglicérides foram coletados nos mesmos tempos da
insulina nos NTG e nos tempos -120, 0 e 180 minutos no grupo DM2. O inicio da
ingestao e da infusdo de glicose foi considerado como tempo zero minuto. A glicose

foi ingerida em cinco minutos.

A massa magra (MM), foi medida por bio-impedancia elétrica usando um
Body Composition Analyser modelo 310, Biodynamics-Washington-USA em
Campinas e um modelo TB-300 (TANITA, Japao) em Pisa; massa adiposa (MG), foi
calculada como a diferenca entre o peso corporal e a MM. Concentragbes plasmaticas
de glicose foram medidas de 10 em 10 minutos pela técnica de glicose oxidase (Y SI
2300 Stat Plus Glucose Analyzer, Ohio-USA na Unicamp e Beckman Glucose
Analyzer, Fullerton-CA em Pisa).

A insulina e peptideo-C foram dosados por eletroquimioluminescéncia
(Liaison, kits Diasorin Spa; Saluggia-TO-Italia na Unicamp e Cobas e411 instrument,
Roche, Indianapolis-USA em Pisa); GLP-1 e GIP por ELISA em ambos os centros
(Merck Millipore Corporation, Billerica, MA, USA; GLP-1: sensibilidade de 0.14 pmol/L;
coeficiente variacao inter-ensaio 14% e intra-ensaio 2.8%. GIP: sensibilidade de 0.9
pmol/L; coeficiente variagédo inter-ensaio 7% e intra-ensaio 3.4 %); FFA por método
colorimétrico (WAKO Chemicals GmbH, Neuss, Alemanha) e glucagon por Elisa (R&D
Systems, Minneapolis-MN-USA; sensibilidade de 4.2 pmol/L; faixa de detecgéo de 8.9
- 574 pmol/L) em Campinas e Mercodia Glucagon ELISA (Mercodia ab,
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Sylveniusgatan 8A, Uppsala Sweden; sensibilidade 1pmol/L; faixa de deteccao de 1,5
— 130 pmol/L) em Pisa. Todos os ensaios laboratoriais dos voluntarios NTG foram

realizados em Pisa, enquanto os dos pacientes diabéticos executados na UNICAMP.
Calculos

A sensibilidade a insulina foi estimada através do calculo do oral glucose insulin
sensitivity index (OGIS), usando as glicemias e insulinemias em resposta a ingestao
de glicose. Este indice correlaciona-se bem com a sensibilidade a insulina medida
durante clamp euglicémico-hiperinsulinémico, ou M value (131). As areas sob as
curvas tempo/concentracdao (AUCs) foram calculadas pela regra da area trapezoidal.
Funcao da célula B foi avaliada usando um modelo matematico descrito por Mari e
cols. (132) e modificado recentemente (133). Este modelo, em resumo, consiste em
trés blocos:

- um bloco que faz um "fitting" (ajuste) da concentracdo de glicose, através de
"smoothing" (técnica matematica utilizada para atenuar os artefatos, abrandando os
picos e depressdes demasiados, neste caso da glicose) e interpolacdo das

concentracoes;

- um bloco que descreve a dependéncia da insulina ou do peptideo-C em relagéao a

concentragao de glicose;

- um bloco de cinética do peptideo-C, isto €, o0 modelo bi-exponencial proposto por
Van Cauter e cols., que estudaram cinética do peptideo-C e a relacionaram aos
parametros individuais como idade, género, superficie corporal, e tolerancia a glicose

em uma grande populagéo (134).

O parametro mais importante é a relacdo dose-resposta entre a liberagéo de insulina
e as concentragdes de glicose no plasma: a inclinagdo meédia da fungéo dose-resposta
representa a sensibilidade das células B a glicose (5-GS). A funcao dose-resposta a
ingestdo de glicose é modulada por um fator varidvel no tempo, que expressa a
potenciacao sobre a secrecao de insulina, e que foi calculado como a razdo entre os
valores da potenciacao aos 180 minutos e tempo zero (PgLu) e calculado a cada cinco
minutos. Outro componente da secrecéo de insulina, a rate sensitivity, representa a
modificacao dinamica da secrecao de insulina na dependéncia das concentracoes de
glicose. Caracteriza a antecipacdo da secrecdo de insulina a medida que 0s niveis

de glicose sobem. A deconvolugéo do peptideo-C foi usada para calcular a taxa de
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secrecao de insulina, ISR, a cada cinco minutos durante todo o periodo de trés horas

e o total desta secrecdo (area sob a curva), representado por TIS (total insulin

secretion). O modelo atualizado inclui a avaliacdo do efeito incretinico sobre a

secrecdo de insulina, portanto, utilizando os dados de secrecao durante os estudos

orais comparados aos EV (Pincr, ou potenciagdo dada pelas incretinas). O modelo

matematico foi desenvolvido e aplicado usando os dados originais de insulina, glicose

e peptideo-C por Andrea Mari, Instituto de Neurociéncias de Padova, Italia. O modelo

matematico esta representado nas figuras que se seguem:
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Incretin potentiation

derivative
component:
anticipation

total secretion

potentiation:
sustained
secretion

insulin secretion

dose-response

component:

function of glucose

time

3. Efeito Incretinico (El) - A infusdo endovenosa de glicose fornece uma medida da

resposta secretoria da célula B, ao estimulo glicémico sem a superposicao da acéao
das incretinas. Portanto, o Pincr foi calculado como a razao oral/endovenosa para o
ISR ao longo dos 180 minutos experimentais. Este célculo cancela o impacto dos
niveis de glicose por si mesmos, pois 0s niveis do estudo ISO foram pareados aos do
TOTG pelo protocolo. Classicamente o El é calculado como uma porcentagem da
diferenca oral-EV sobre a secrecao oral usando as concentra¢cdes plasmaticas do
peptideo-C ((oral-EV)/oral x 100) ou como a sua razao (oral/EV) como descrito por
Nauck (13, 58). Todos estes calculos foram incluidos neste estudo.

Parametros laboratoriais de seguranca: foram colhidos pela manh3,
apos 12 horas em jejum, na consulta de triagem e no inicio do ultimo estudo:
hemograma completo; glicose, creatinina, sodio, potassio, acido urico, TGP, TGO,
fosfatase alcalina, gama-GT, bilirrubina total e fragdes, LDH, proteinas totais, CK,
albumina. Testes de gravidez (urina) foram realizados em voluntarios do sexo feminino
em idade fértil. Exame fisico realizado na triagem e no inicio de cada estudo. O peso
corporal foi medido utilizando-se sempre a mesma balanga, e a circunferéncia da
cintura medida no ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca, durante
expiragdo com o paciente em pé, sem sapatos.

Analise estatistica: os resultados sdo apresentados como média £ Desvio
Padréo para as variaveis com distribuicdo normal ou mediana e intervalo interquartil

(entre os quartis 25% e 75%) para as variaveis com distribuicdo nao-normal. Os
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valores nos graficos representam média = erro padrdo, e em alguns gréaficos (em
colunas) sao demonstrados os valores individuais. As respostas intra-grupo aos
medicamentos experimentais foram comparadas pelo teste t pareado ou Wilcoxon
signed rank, dependendo da distribuicdo dos dados. As respostas dos parametros no
tempo (curvas) foram analisadas por ANOVA para medidas repetidas apés
transformacao dos dados em postos (135). Um valor de p <0.05 foi considerado
estatisticamente significativo; todas as andlises foram realizadas utilizando o
programa The SAS System for Windows (Statistical Analysis System), versao 9.4.
SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA. As comparacdes entre os resultados
de DM2 e individuos saudaveis ndo foram programadas, pois tratam-se de
experimentos diferentes e complementares. Além disto, os grupos diferem quanto a
idade e composigao corporal.

Calculo do tamanho da amostra e power analysis: anteriormente foram
observados efeitos incretinicos, sobre a secrecdo de insulina e sobre outros
parametros da funcao das células B8, com p<0,0002, usando 0 mesmo desenho de
estudo, em grupos de 11 individuos com tolerancia normal a glicose (NTG) e 10
intolerantes (ITG) (59) e, em outro estudo com grupos de 24 NTG, 17 ITG e 10 DM2
(60). Além disso, anteriormente, Nauck e cols. avaliaram apenas seis voluntarios
saudaveis com procedimento comparavel e descreveram resultados semelhantes
(13). No que diz respeito a infusdo aguda de lipideos e a ingestao de acipimox, foram
detectadas em pequenos grupos de oito a 20 participantes, grandes excursdes de
FFA no plasma e mudancgas significativas da insulinemia e/ou da secre¢éo de insulina
(121,136,137). Nao ha dados sobre a administracdo de acipimox e secrecdo de
insulina estimulada pelas incretinas em seres humanos, assim, uma power-analysis
adequada ndo pode ser realizada na programacao do protocolo. No entanto, foi
suposto que este numero de participantes permitiria detectar diferengas significativas
entre os dois experimentos (TOTG e I1SO).

Consentimento Informado, e Protecao dos dados: o protocolo foi
conduzido de acordo com a Unido Europeia e as normas internacionais de Boas
Praticas Clinicas (International Conference on Harmonization Guidelines),
regulamentos governamentais aplicaveis e procedimentos institucionais de
investigagdo. O protocolo também foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa (CEP) da Unicamp em 25 de setembro de 2015, no parecer 1.244.957,
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CAAE 48181215.2.0000.5404. Todos os participantes do estudo receberam um
formulario de consentimento que descreveu o estudo, fornecendo as informacdes
necessarias para tomar uma decisdo sobre a sua participacdo. O formulario de
consentimento foi submetido a aprovacao pelo CEP juntamente com o protocolo do
estudo. O consentimento formal, assinado pelo voluntario e o pesquisador, foi obtido
antes do participante ser submetido a qualquer procedimento do estudo. O estudo
pdde ser interrompido sempre que o voluntario quisesse retirar o consentimento
informado, ou quando um evento adverso representasse uma condicdo de risco ao

participante, de acordo com os experimentadores.

Acordos de colaboracao: o projeto foi financiado pelo programa de
colaboracdo da EFSD (EFSD Sanofi- Collaborative Programme 2015), para custeio
dos kits para os ensaios, andlises laboratoriais, gastos com insumos dos testes nos
dois centros de pesquisa e ajuda de custos para os voluntarios.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas clinicas dos pacientes com diabetes e voluntarios

saudaveis

Foram triados 10 individuos com tolerancia normal a glicose (4 mulheres -
F e 6 homens - M) e 35 pacientes com diabetes tipo 2 (25F e 10M). Os voluntarios
NTG nao relatavam nenhuma doenca em sua maioria; a consulta clinica e os exames
de triagem eram normais, exceto uma voluntaria que relatava ser hipertensa, recebia
terapia hipotensora e a pressao arterial (PA) era controlada. A HbA1c era inferior a
6%, valor que na época da triagem era considerado o limite da normalidade (Tabela
1).

Dos 35 pacientes com diabetes triados, 15 foram submetidos aos testes,
porém dois foram excluidos por estarem compensados no momento do estudo, de
maneira que ndo mais preenchiam os critérios de inclusdo presentes no recrutamento.
De fato, suas curvas se modificaram para intolerantes a glicose, nao mais compativeis
com diabetes. Dos 13 pacientes incluidos no estudo (10F e 3M), quatro possuiam
hipotireoidismo e 9, hipertensdo arterial, todos compensados e em tratamento com
doses estaveis de medicamentos e dosagens hormonais tireoidianas normais. Cinco
eram dislipidémicos, com niveis de triglicérides (TG) entre 200 e 250mg/dl, e quatro
deles estavam em uso de estatinas. Onze recebiam metformina em dose estavel nos

ultimos 6 meses.

Conforme se observa na Tabela 1, o IMC médio dos DM2 € mais alto do
que o dos voluntarios NTG, assim como a idade. Os pacientes com DM2
apresentavam maior adiposidade e menor sensibilidade a insulina, calculada através
dos indices de sensibilidade derivados do OGTT, tais como o OGIS (125).
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Tabela 1 — Caracteristicas antropométricas e metabodlicas dos voluntarios NTG

e dos pacientes com DM28

NTG DM2
n (F/M) 10 (4/6) 13 (10/3)
Idade (anos) 33.6 £10.9 54.8 +7.6
Brancos/negros 8/2 6/7
Duracao (<1/<5/<10 anos) 0 2/7/4
HbAlc (%) 5.7+05 7.2+0.5
Uso de metformina 0 11
Peso (kg) 68.1 £22.2 87.7+£15.8
IMC classe (NL, SP; OBI, OBII) 7/2/1/0 1/4/5/3
IMC (kg/m?) 23.8+5.9 32.8+5.6
Massa magra (kg) 51.9+£15.0 51.1+10.4
Massa adiposa (%) 23.2+3.0 38.6+5.9
Metabolismo basal (kcal/24h) 1576 £ 414 1619 £ 260
Triglicérides (mg/dl) 81+£23 157 £ 66
Triglicérides (mmol/l) 1.05 +0.27 1.77 £0.74
OGIS (ml.min!.m?) 402 £22 291 £60

§ Resultados sio médias+DP;NL=normal;SP=sobrepeso;OBI=obesidade grau I; OBII=obesidade

grau II; OGIS = oral glucose insulin sensitivity index
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2. Efeitos da infusao de lipideos em voluntarios NTG sobre os FFA.

A infusao de lipideos no grupo NTG aumentou a concentracao de FFA no
plasma de 0.20 £ 0.08 para 3.55 + 1.29 mmol/L durante o OGTT, e de 0.23 + 0.08
para 3.77 £ 1.10 mmol/L durante o estudo L-ISO (p<0.0001 para ambos). As AUCs,
areas sob as curvas, dos FFA foram semelhantes no OGTT e ISO (35 £+ 14 e 41 +15
mmol.L".3h"), porém aumentaram mais de 10 vezes nos estudos L-OGTT e L-ISO
(639 + 232 e 679 + 199 mmol.L'.3h"" respectivamente) (Figura 1A). Ocorreram
amplos aumentos de TG plasmaticos nos estudos com infusdo de lipideos sem
diferengas entre OGTT e correspondentes ISO (Figura 1B). As AUCs dos TG foram
OGTT = 127 £ 55; 1ISO = 114 + 43 vs. L-OGTT = 561 + 237 e L-ISO = 577 + 237
mmol.L".3h!, ambos p < 0.0001). As concentragdes plasmaticas de FFA e TG no

jejum foram semelhantes nos 4 estudos.

Fig. 1 A - Concentragdes plasmaticas de FFA nos voluntarios NGT

5000 -
S 40004 - lll
£
=
' 3000 -
@
£
@ 2000 -
o
E —6—OGTT --£-'ISO
L 1000 ;

—<¢—L-OGTT --&--L-ISO

0 1 1 T 1 1 1 1 1 1 1 T 1 1 1 T 1 1
-120 -90 60 -30 O 30 60 90 120 150 180
Tempo - min

p <0.0001 (L-OGTT vs. OGTT e L-ISO vs. ISO)



36

Fig. 1 B - Concentragées plasmaticas de triglicérides nos voluntarios NGT
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3. Efeito da infusao de acidos graxos na glicose, insulina e peptideo-
C plasmaticos nos voluntarios NTG.

A glicemia e insulinemia em jejum foram similares nos quatro estudos. A
infusdo de lipideos causou deterioragdo da tolerancia a glicose, particularmente
evidente na segunda metade do teste, ou seja, no intervalo 90-180 minutos, periodo
em que o incremento da glicemia foi significativamente maior (p< 0.0001) (Figuras 2
A e 2 B; Tabela 2).
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Fig. 2 A - Glicemias nos estudos dos voluntarios NTG
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Fig. 2 B - Area incremental sob as curvas de glicose no grupo NTG
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Como se esperava, a secrecao de insulina foi maior nos estudos orais vs.
EV. Assim as concentracdes plasmaticas de ambos, peptideo-C e insulina foram
maiores apos a ingestdo de glicose. Além disto, a insulinemia foi maior durante a

infusao de lipideos (tabela 2; Figuras 3 A e 3 B).
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Tabela 2 - Glicemias e insulinemias no grupo NTGS

OGTT ISO L-OGTT L-ISO pl
Glicemia jejum (mmol/L) 51403  52£04  53+05  5.1+04 0.08
Glicemia jejum (mg/dL) 92 £5.4 94 +£7.2 95+9 92+£72  0.08
AUC G ogt (mmolL"3h") 1221+ 117 1247+116 1357 +184 1358+173  0.07

Incr. AUCGoge (mmolL 30y 3024110 296 + 138 444 +140% 458 +172%  <0.0001
AUC G 90130 (mmolL"3h™") 560 + 96 584+85 672+125% 676+118* 0.02
Glicemia média og« (mmol/L) 6.7 0.6 6.9+06  75+10% 7.5+£09*%  0.008
Insulina jejum (pmol/L) 52+32 53+42 46 £ 24 48 £ 26 0.68
AUC Ins jejum (nmol.L".2h") 6.11 £3.78 6.33£5.02 7.19+£298 7.58 £4.56 0.08
AUC Ins ogtt (nmol.L".3h™) 61.1+479 240+144" 90.1+71.9% 50.8 +44.8% <0.0001

AUC PC gt (nmol.L".3h™") 405 £ 156 246+93"  530+180% 3861447 <0.0001

§ Resultados: médias+DP; AUC = drea sob a curva; AUC jejum =de T -120 a 0 min; Incr = incremental; G =
glicose; Ins = insulina; PC = peptideo-C.

pl - ANOVA para medidas repetidas com distribuicdo por postos; # p <0.05 para os estudos durante infusdo de
lipideos (L-OGTT ou L-ISO) vs. os correspondentes OGTT ou ISO; * p <0.05 para os estudos isoglicémicos (ISO
ou L-ISO) vs. os correspondentes OGTT e L-OGTT.

Fig. 3 A - Insulinemias nos estudos dos voluntarios NTG
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Fig. 3 B - AUCs das insulinemias nos estudos dos voluntarios NTG
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1. Efeito dos acidos graxos nos parametros da funcao da célula B.

Em concordancia com os dados originais de insulinemia e peptideo-C, a
secrecdo total de insulina derivada do modelo matematico aumentou
significativamente tanto no periodo em jejum como apo6s ingestdo ou infusdo de
glicose nos estudos com intralipid em relacao aos estudos controle (Tabela 3, Figuras
4). O padrao das curvas de secrec¢ao pode ser observado na Figura 5 A.

A sensibilidade da célula B a glicose (B-GS), e a potenciagcédo dada pela glicose, PaLu,
ambas calculadas para os estudos isoglicémicos, ndo foram significativamente
afetadas pela infuséo de lipideos. Ao contrario, a potenciacado dada pelas incretinas,
Pincr, calculada nos TOTG, diminuiu de 1.6[1.1] para 1.3[0.1] unidades
(medianafinterquartil]), p<0.0001. Nas figuras 5 B e C, as areas coloridas em laranja

e azul correspondem a diferenga entre TOTG e ISOs, ou seja, ao efeito incretinico.
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Tabela 3 — Parametros da funcéo da célula-B em voluntarios NTGS

OGTT ISO L-OGTT L-ISO pl
ISR jejum (pmol'min’'m?) 81[19] 73 [43] 103 [25]F 105 [24]*  0.0003
TIS (nmol/m?) 61 [26] 29 [26]" 78 [31]* 57 [30]*"  <0.0001
B-GS (pmol'min'm?>mM™) - 62 [34] - 61 [50] 0.68
PGLu (vezes) - 1.04 [0.38] - 1.19[0.73]  0.46
Pincr (vezes) 1.61 [1.10] 1.30 [0.107* 0.04

Rate sensit. (nmol'm?mM™)  0.85[0.94] 0.28 [0.59] 2.02 [2.05]* 0.70[0.92]%  0.01

§ Resultados: mediana[inter quartil]; ISR - insulin secretion rate; TIS - secrec¢io total de insulina; B-GS - sensibilidade
da célula beta a glicose; PgLu - potenciacio pela glicose; Pincr - potenciag@o pelas incretinas; Rate sensit - rate
sensitivity. pl - ANOVA para medidas repetidas com distribui¢do por postos

# p <0.05 para os estudos durante infusio de lipideos (L-OGTT ou L-ISO) vs. os correspondentes OGTT ou ISO;

* p <0.05 para os estudos isoglicémicos (ISO ou L-ISO) vs. os correspondentes OGTT e L-OGTT.

Fig. 4 - TIS nos estudos dos voluntarios NTG
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Figura 5 A, B e C - Curvas de secrecao de insulina dos NTG
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O padrao das curvas (time-course) da potenciacao pelas incretinas e pela
glicose pode ser observado nas Figuras 6A e B e 7A e B. N&ao houve diferenca
significativa para a segunda em resposta aos lipideos, enquanto a potenciacao dada
pelas incretinas foi reduzida significativamente pela infusao de lipideos.

Figura 6A e B - Curvas de potenciacao pelas incretinas e pela glicose no grupo
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Figura 7 A e B - Média e distribuicao das potenciacoes pelas incretinas e pela
glicose dos voluntarios NTG
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Além dos calculos da potenciacdo dada pelas incretinas através do modelo
matematico (Pincr), 0 efeito incretinico foi calculado também como a razéo entre as

AUCs do peptideo-C plasmatico, ou como a diferenca percentual entre OGTT e ISO
(Tabela 4)

Tabela 4 - Efeito incretinico no grupo NTGS

OGTT L-OGTT p
AUCs peptideo-C (razdo) 1.79 [0.69] 1.41 [0.21] 0.047
TIS - EI % 44 119] 29 [12] 0.074

SResultados sdo mediana [Inter Quartil]
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Nas figuras 8 A e B estao representadas as médias e os erros padrdo da
B-GS, que nao foram alterados, e da rate sensitivity que aumentou apos a infusao de
lipideos, e diminuiu no L-ISO em relagéo ao L-OGTT.

Figura 8 - Sensibilidade da célula 8 a glicose (A) e rate sensitivity (B) nos

voluntarios NTG
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5. Efeito na sensibilidade a insulina

A infusado de lipideos também induziu moderada IR durante o L-OGTT, pois o0 OGIS
diminuiu de 402 + 22 para 355 + 28 ml/min"'m?; p=0.01 (Figura 9).

Figura 9 - Sensibilidade a insulina (OGIS) dos voluntarios NTG
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6. Respostas hormonais

As concentracoes plasmaticas do GLP-1 total, do GIP total e do glucagon,
e 0 padrdo das correspondentes curvas (time-course) ndo mudaram

significativamente (Tabela 5 e Figuras 10 A, B, C).

Tabela 5 — AUCs dos horménios gastrointestinais nos voluntarios NTG

NTG OGTT ISO L-OGTT L-1ISO p
AUC-GLP-1 (pmol.L?) 7832 + 2159 7620 = 2155 0.89
AUC-GIP (nmol.L1.3h7) 11.77 £ 3.09 11.59 + 4.03 0.29

AUC-glucagon (pmol.L2.3h)  765+344 701+158 685+253 646+170 0.82

p - ANOVA para medidas repetidas
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Figura 10 - Respostas hormonais
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7. Correlacao entre variaveis

Nao houve correlacao entre as variaveis nos voluntarios NTG.
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8. Efeitos do acipimox sobre os acidos graxos livres (FFA) em
pacientes com DM2.

Nos pacientes com diabetes, o objetivo de diminuir os FFA plasmaticos
através da administracao de acipimox foi alcancado, havendo reducao de 55 + 14%
na AUC apés ingestao de glicose (OGTT 64.37 + 27.46 vs. ACP-OGTT 26.48 + 8.53
mmol.L".3h'; p=0.001). A reducéo foi semelhante no estudo isoglicémico, ACP-ISO
comparado a ISO (22 +9 vs. 73 £ 28 mmol.L".3h!, p<0.001). Verificamos acentuada
reducao dos FFA, mesmo durante as duas horas do periodo de jejum, sem diferenca
entre ACP-OGTT e ACP-ISO (26 + 8 vs. 22 + 9 mmol.L".3h™", p=ns), como mostra a
Figura 11 A. Este comportamento ndo foi evidenciado nas concentragbes
plasmaticas de triglicérides - Figura 11 B, que foram semelhantes nos quatro estudos,
em todos os tempos. Neste grupo (DM2), os valores em jejum de FFA e TG também

eram semelhantes.

Figuras 11 A e B: Concentracoes dos FFA e Triglicérides nos DM2
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p<0.001: ACP-OGTT vs. OGTT e ACP-ISO vs. ISO.
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9. Efeito do acipimox na glicose, insulina e peptideo-C plasmaticos
nos pacientes com DM2.

Em jejum os pacientes apresentavam glicemias semelhantes nos quatro
estudos (OGTT =6.91 £0.97; ISO =6.97 £0.91; ACP-OGTT = 6.78 + 0.74; ACP-ISO
= 6.91 + 0.86 mmol/L). Apds a ingestdo de glicose, a glicemia aumentou atingindo
pico maximo aos 90 minutos com valor de 12.9 mmol/L ou 232 mg/dL, e aos 180
minutos ainda apresentava valores médios acima dos valores de jejum (10.3mmol/L
ou 185 mg/dL). Nos estudos ISO e ACP-ISO, as glicemias dos OGTTs foram
exatamente reproduzidas através da infusdo de glicose a 10% usando o algoritmo ad
hoc.

A ingestao de acipimox no periodo basal (Tempo -120 minutos) e apds 60
minutos da ingestdo de glicose, induziu discreta diminuicdo das glicemias conforme
se observa na Figura 12 A. Na Figura 12 B e na Tabela 6, estdo discriminadas as
areas sob as curvas, tendo ocorrido uma diminuigao significativa na area incremental

da glicose pelo acipimox.
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Figuras 12: Curvas glicémicas e AUCs nos pacientes com DM2
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apresentou excursao significativamente menor que no oral, como pode-se observar
na Figura 13 A e pelas areas sob as curvas - Tabela 6 e Figura 13 B. A ingestédo de
acipimox causou diminui¢ao da insulina e do peptideo-C plasmaticos (Figuras 14 A e
B).

Tabela 6 - Glicose, insulina e peptideo-C dos pacientes com DM28

OGTT ISO ACP-OGTT ACP-ISO pl
Glicemia jejum (mmol/L) 6.9+09 6.8 +0.7 7.0£0.9 6.9 +£0.9 0.81
Glicemia jejum (mg/dL) 124+16 1122+13 126 + 16 124 + 16 0.81
AUC G jejum (mmol.L'.2h") 815 [112] 791 [76] 811 [85] 797 [86] 0.82

AUC Goge (mmol.L".3h") 2097 £328 2108 £307 1912+ 172 1923 + 172 0.18
i AUC G oge (mmol.L".3h") 902 £262 967 £288 " 744 £163* 774 +173* 0.008
Média G ogit (mmol/L) 11.8+19 11.8+x1.7 10.7x1.0 10.7 £ 1.0 0.14
Insulina jejum (pmol/L) 144 + 116 117 +£70 116 + 58 137 £97 0.68
AUC Ins jejum (nmol.L'.2h™")  24.5+20.6 19.8+10.8 19.0+9.4 20.4 +13.7 0.95
AUC Ins ogt (nmol.L™.3h™") 83.2+55.0 56.9+389" 68.4+457% 47.6+259%" <0.0001

AUC PC ot (nmol.L™".3h™) 493 £171 400+ 135" 449 +£147% 371£109°  <0.0001

SResultados sdo médias+DP ou medianalinter quartil] ; AUC = &rea sob a curva; G = glicose; Ins =
insulina; PC = peptideo-C;

i AUC = AUC incremental

p1 - ANOVA para medidas repetidas com distribuicdo por postos

# p <0.05 para os estudos ap6s acipimox (ACP-OGTT ou ACP-ISO) vs. os correspondentes OGTT ou
ISO;

*p <0.05 para os estudos isoglicémicos (ISO ou ACP-ISO) vs. os correspondentes OGTT e ACP-OGTT.
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Figura 13 - Insulinemias e correspondentes AUCs nos DM2
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Figura 14 - Curvas de Peptideo-C e correspondentes AUCs nos DM2
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10. Efeito do acipimox na funcao f celular: parametros derivados do

modelo matematico nos DM2.

A secrecado de insulina derivada do modelo matematico, TIS, como
esperado, foi significativamente maior nos estudos apés ingestdo de glicose que nos
estudos isoglicémicos. O acipimox reduziu a secrecao de insulina em resposta a
ingestao de glicose e, embora a diminuicdo tenha sido discreta foi estatisticamente
significante (Tabela 7; Figura 15).

Tabela 7 - Parametros da funcédo da célula-B em pacientes com diabetes $

OGTT ISO ACP-OGTT ACP-ISO p

ISR jejum (pmol'min'm?) 129 [40] 134 [39] 130 [43] 113 [53] 0.47

TIS (nmol'm™) 64 [24] 58 1717 60 [26]*  49[10]1*™ 0.0001
B-GS (pmol.min!.m2.mM™) - 26 [14] - 29 [15] 0.24
PoLu (vezes) - 1.61 [0.82] - 1.38 [0.50] 0.73
Pincr (vezes) 1.15[0.21] 1.10 [0.24] 0.47

Rate sensit. (pmol.m2.mM™) 648 [578] 0.2[40]™ 852[1382] 0.0[0.0] *<0.0001
$ Resultados sdao medianas [Interquartis]; ISR - insulin secretion rate; TIS - total insulin secretion;
B-GS - sensibilidade da célula B a glicose; PaLu - potenciacao dada pela glicose; Pincr - potenciacdo dada
pelas incretinas; Rate sensit - rate sensitivity.
* p<0.05 ** p< 0.01 - Wilcoxon signed rank test para OGTTs vs. ISOs;
#p<0.05 - Wilcoxon signed rank test para comparagao de acipimox vs. estudos controle;
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Figura 15 - AUCs da secrecao total de insulina nos pacientes com DM2
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As curvas de secrecao de insulina apresentam perfis semelhantes aos do

peptideo-C e da glicemia, com valores trés horas apds a ingestdo de glicose ainda

ho

e verde representam a diferenca de secregdo entre os OGTTs e os estudos

s

, as areas emvin

superiores aos de jejum (Figuras 16 A, B, C). Nas figuras Be C

isoglicémicos, i.e., o efeito incretinico.
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Figura 16 A, B, C - Curvas de secrecao de insulina (TIS) nos DM2
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O padrao das curvas (time-course) da potenciacao pela glicose e pelas

incretinas pode ser observado nas Figuras 17 A e B. Nao houve diferengca

significativa para ambas entre os estudos basais e apds acipimox.

Potenciagao pela glicose

Potenciacao pelas
incretinas (Pincr)

(Pglu)

Figura 17 - Curvas de potenciacdao nos DM2
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O efeito incretinico calculado como a razao entre as AUCs do peptideo-C
plasmatico, ou como a diferenca percentual entre OGTT e ISO ou como Pincr néo foi
modificado pelo uso do acipimox, Tabela 8 e Figura 18 A. A PgLu, nas trés horas
apos a ingestdo de glicose, ou durante a infusdo de glicose, também nao foi
modificada pelo acipimox, Figura 18 B.

Tabela 8 - Efeito incretinico no grupo DM28

OGTT ACP-OGTT p

AUC:s peptideo C (razdo) 1.24 £ 0.16 1.22 £ 0.27 0.42

TIS - EI % 18 [18] 18 [24] 0.98

SResultados sdo médias+DP ou mediana[inter quartil].

Figura 18 - Potenciacoes dadas pelas incretinas e pela glicose nos DM2

il ol
-

1.2 1

o b
bttt eatete]

ettt
G A R K
eidheiebetdnetetebetdnatel
R
heidsaeibedduatdnatingtel
e
besearsedidhdtth et

0.4 1 y

I R o+
}+‘++1+++++++++++++++++++++1

ettt i)
heidtandtida ) Bttt

] ettt eeidtesstiniidibaiitied

()_Z‘ itttk hoooariatetata bt o)

boscearseadadidodtaoahahidd]
Bttt
heidseeibetdutathetdngtel
P
ettt
By

OGTT ACP-OGTT ISO ACP-ISO

et
sttty
peiisae ettt tota)




58

A B-GS, parametro que relaciona a secre¢ao de insulina a glicemia, ou seja,

o angulo da curva dose-resposta, ndao se modificou significativamente ap6s o uso de

acipimox (Tabela 7; Figura 19 A) e os valores sao aparentemente muito menores que

0s observados em pessoas NGT, mesmo sem compara-los estatisticamente.

Figura 19 - B-GS calculada nos estudos isoglicémicos para o grupo DM2
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O parametro rate sensitivity foi menor nos estudos ISOs comparados com

os OGTTs, mas néo foi modificado significativamente pela ingestdo de acipimox -

Figura 20; Tabela 7.

Figura 20 - Rate sensitivity no grupo DM2
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11. Efeito do acipimox na sensibilidade a insulina.

A sensibilidade a insulina aumentou pelo uso de Acipimox, o valor de OGIS
subiu de 355 + 28 para 402 + 22 ml.min"".m*2 (p=0.01) (Tabela 1 e Figura 21).

Figura 21 - OGIS nos pacientes com DM2
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12. Efeito do acipimox nas respostas hormonais no grupo DM2

Os horménios incretinicos e o glucagon ndo se modificaram pela administracao de
acipimox. Os valores plasmaticos de GIP e GLP-1 foram maiores durante os OGTTs
que durante os ISOs, ja que durante estes ultimos ndo foram estimulados, mantendo
os valores em jejum durante as curvas. Os valores de glucagon foram semelhantes
em todos os estudos, apresentando discreto aumento em relacdo ao jejum, com

valores maximos no tempo 60 minutos - Tabela 9 e Figura 22.

Tabela 9 - AUCs dos horménios incretinicos e do glucagon nos DM2$

T2D OGTT ISO ACP-OGTT ACP-ISO
AUC GLP-1 (pmol.L™) 9201 +£4307 6330+ 2527° 9023 +3191 7754 + 3283
AUC GIP (nmol.L.3h™) 16.29 £ 5.51 4.13+3.01° 16.92 +7.39 3.63+2.40°
AUC glucagon (pmol.L%.3h?) 4.47 +0.63 4.56 +0.97 4.58 +0.92 4.49+0.91

SResultados sdo médias+DP; P ¢— p < 0.01; <0.05 - Wilcoxon signed rank teste para 1SO ou ACP-
ISO vs. correspondente OGTT e ACP-OGTT.
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Figuras 22 - Curvas hormonais durante os OGTTs nos pacientes DM2
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13. Correlacao entre variaveis

As mudancas na ISR foram diretamente relacionadas as mudancas das
concentragdes dos FFA (rho = 0.62, p = 0.03) e indiretamente as mudancas do OGIS
(rho =-0.73,p = 0.01).
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DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a manipulacao aguda dos FFA produz efeitos
diversos sobre a secre¢do de insulina entre os voluntarios NTG e DM2. Enquanto em
individuos NTG a infuséo de lipideos causou uma marcada diminuicao da potenciacao
induzida pelas incretinas, nos pacientes diabéticos nao houve melhora do El apés a
diminuicdo aguda dos FFA plasmaticos. A infusao de lipideos aumentou a glicemia
nos voluntarios NTG, significativamente, a partir de 120 minutos ap6s a ingestao de
glicose. O aumento de FFA e triglicérides foi significante em todo o periodo
experimental. Conjuntamente, maiores glicemias e FFA estimularam a secrecao de
insulina e os FFA diminuiram a sensibilidade a insulina, achado compativel com
estudos anteriores (96, 101, 119, 138). A infusdo de lipideos nao modificou a
potenciacdo pela glicose, mas ocorreu uma diminuicdo no El, demonstrado pelo
calculo do Pincre pelo célculo da razao entre as AUCs do peptideo-C. Portanto, nesse
grupo o aumento agudo dos FFA provocou todas as mudangas metabdlicas
esperadas (91, 113, 115, 132), ou seja, leve deterioracdo da sensibilidade a insulina
e consequentemente, da tolerancia a glicose, aumento da secrecado de insulina e
melhora da primeira fase da resposta secretéria (rate sensitivity) sem alterar a
sensibilidade da célula B8 a glicose. Por outro lado, os efeitos dos FFA sobre o El ndo

haviam sido estudados anteriormente.

Ao contrario, no grupo DM2, a administragéo de acipimox, provocou reducao
significativa dos FFA, da glicemia e da insulinemia, assim como melhora da
sensibilidade a insulina. A B-GS e a potenciacdo pela glicose ndo foram alteradas de

modo significante. A secrecdo total de insulina, TIS, foi menor nos estudos
isoglicémicos comparada aos orais, € menor apds acipimox comparado ao TOTG
controle. A potenciacao da secregéo pelas incretinas, Pincr, foi aparentemente menor
que nos voluntarios saudaveis e com perfil achatado da curva e nao foi modificado
pela reducdo dos FFA. Ressalta-se que neste estudo a TIS foi obtida pelo modelo
matematico considerando os valores de peptideo-C, que ndo sofre extracao hepatica
tal como a insulina. Portanto, a diferenca de TIS entre diabéticos e saudaveis, ou
entre os estudos, néo foi devida a diferencas no clearance de insulina.
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De interesse, observamos os efeitos da manipulacdo dos FFA tanto nos
estudos orais quanto nos EV, o que nao sugere um papel do eixo entero - insular na
resposta insulinica. Apoiando essa afirmacdo, nem a infusdo de lipideos, nem o
acipimox foram associados com mudancas nos niveis plasmaticos do glucagon, GLP-
1 ou GIP. Portanto os resultados nao se devem a efeito dos FFA sobre a secrecéo de
incretinas. Estes resultados estdo em desacordo com aqueles de Ranganath em
mulheres obesas (83, 85), provavelmente pela populagao do estudo ter sido diferente.

Todos esses achados nos possibilitam concluir que o impacto dos FFA no efeito
incretinico é essencialmente dependente da funcdo da célula 8, ou seja, o seu
aumento pode prejudicar o El numa célula 8 normal, mas a sua diminuigdo néo €&
capaz de resgatar o efeito incretinico numa célula 8 disfuncional. Claramente, essa
conclusao s6 se aplica as mudancas agudas dos FFA, nas condi¢des criadas neste
protocolo, e demonstram o conceito de que os FFA influenciam o efeito incretinico em
humanos saudaveis. A longo prazo, o impacto dos FFA na célula 8 pode ser variavel,
assim como parece diferir nos pacientes com diabetes que apresentam um
comprometimento importante da funcdo B celular. Destaque-se que o principal
parametro para avaliar a fungdo da célula B é a B-GS, ou seja, a quantidade de
secrecao em relacao aos niveis glicémicos. Nos pacientes estudados este parametro
era muito menor que nos voluntarios com tolerancia normal a glicose. Merovic e cols.
adicionaram acipimox na terceira semana de tratamento com dapagliflozina em
pacientes com DM2. Ao contrario dos resultados do presente estudo, ocorreu melhora
da f3-cell glucose sensitivity e aumento da secregao de insulina, para niveis além dos

obtidos com a dapagliflozina por si s6. Nao obstante, esses resultados poderiam ser

consequéncia de maior alivio da glicotoxicidade na terceira semana de tratamento

pela dapagliflozina - trés semanas ao invés de duas semanas (139).

Com relagcdo aos niveis plasmaticos das incretinas, a literatura mostra
resultados discrepantes. Uma das razdes é a dosagem do GLP-1, que € complexa e
obtida com uma variedade de métodos e protocolos experimentais. Nos ensaios ha
reacOes cruzadas do GLP-1 com suas diferentes isoformas, sendo muito variaveis a
especificidade e a sensibilidade dos kits comercialmente disponiveis (140). Os
valores publicados em estudos sdo consideravelmente heterogéneos. Como ele é
rapidamente degradado, indicam-se kits que medem o GLP-1 total para avaliar a sua

secrecdo, como usado neste estudo. Estes fatores sdo importantes para justificar os
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resultados controversos das concentragdes plasmaticas das incretinas em diferentes
grupos de diabéticos, NTG, ITG e obesos (39, 60, 141). GLP-1 e GIP podem ser
regulados nao apenas pelos nutrientes ingeridos, mas por outros fatores, tais como
niveis de glucagon, gravidade do diabetes e velocidade do esvaziamento gastrico,
como previamente sugerido (141).

As concentragcbes plasmaticas de glucagon foram similares em todos os
estudos. A especificidade dos ensaios para o glucagon também é um problema, pois
tem sequéncias de aminoacidos semelhantes as de outros peptideos enddgenos.
Além do que, sua concentracao basal € muito baixa, em torno de 10pmol/L, ou menos.
E a concentracdo basal que diferencia os ensaios. Ensaios com sensibilidade > 5
pmol/L sdo inadequados para a completa caracterizacao da secre¢ao do glucagon
(142), o que nao se aplica aos kits que utilizamos. A diferenca entre os kits utilizados
em Pisa e Campinas para dosar o glucagon e incretinas nao interferiu nas nossas
conclusdes, pois as comparacdes foram feitas apenas intra-grupos. As dosagens dos
quatro estudos de cada participante foram realizadas concomitantemente em um
Unico ensaio, minimizando erros devidos a diferencas inter-ensaios. Nos pacientes
diabéticos a glucagonemia de jejum foi alta, e ndo houve supressao com a ingestao
de glicose ou de acipimox, 0 que vem ao encontro com achados de outros estudos
(64, 143, 144). Uma correlacao inversa entre sensibilidade a insulina e glucagon em
jejum, previamente descrita, sugere que a IR esteja presente ao nivel de células a
pancreaticas (143, 144). Conforme esperado, nos voluntarios NTG os valores de
glucagon foram suprimidos durante o TOTG.

Sabemos que o aumento dos acidos graxos é fator de risco para o DM2,
através do seu efeito no figado e musculo esquelético provocando IR (145). Outras
evidéncias, também tem mostrado efeitos negativos na célula B, mas nao
agudamente, quando os FFA estimulam a secrecao de insulina (107, 146). No grupo
DM2 do presente estudo houve modificagdo da insulinemia ap6s o acipimox durante
TOTG, discreta, talvez porque os niveis de triglicérides no periodo basal ndao eram
muito elevados e consequentemente a sua diminuigdo foi pequena. No estudo de
Qvigstad foram incluidos pacientes DM2 com hipertrigliceridemia grave ocorrendo
discreta diminuicao da secrecao de insulina apos infusdo de lipideos durante clamp
hiperglicémico, mas houve discreto aumento nos NTG. Em ambos, o pré-tratamento

com acipimox diminuiu os FFA, mas ndo modificou a secrecdo de insulina em NTG e
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naqueles pacientes DM2 com pior controle da glicemia (maior nivel de HbAfc).
Entretanto houve um pequeno aumento da secrec¢ao de insulina nos DM2 com um
melhor controle glicémico prévio (137). E interessante observar que os individuos
diabéticos daquele estudo, em outro momento, submetidos a dieta low-fat por trés
dias, nao apresentaram o aumento da secrecao insulinica em resposta a infusao de
lipideos durante clamp hiperglicémico precedido de acipimox. Esses dados sugerem
que o aumento cronico de FFA, associado com pior controle glicémico, pode inibir
tonicamente a secrecdo de insulina em DM2.

Em teoria, o0 aumento da tolerancia a glicose pelo acipimox pode resultar
da melhora da sensibilidade a insulina e/ou da secrecao hormonal. Em individuos
com tolerancia normal a glicose e histéria familiar de DM2, o uso crénico de acipimox
induziu aumento da sensibilidade a insulina tanto periférica (musculo), quanto
hepatica, melhorou a tolerancia a glicose, sem mudancas na secrec¢do (147). No
presente estudo, ocorreu diminuicao da secrecao de insulina em pacientes diabéticos,
provavelmente secundaria a melhora da sensibilidade a insulina. Ao contrario, o
aumento da secregao de insulina nos individuos NTG, nos levam a inferir que os FFA
induzem ao aumento da resposta insulinica em individuos nédo diabéticos e sem
dislipidemia, mas ndo em DM2 com ou sem hipertrigliceridemia. Paralelamente, nos
NTG a glicemia aumentou, demonstrando uma inadequada compensagdo da
resisténcia a insulina observada (reducao do OGIS). De fato, o aumento prolongado
dos FFA, frequentemente causam a diminui¢do da secre¢ao de insulina, aumento da
IR periférica e da producao hepatica de glicose (106, 119, 121). Por outro lado, em
individuos normais a elevagcdo por 48 horas dos niveis de FFA potencializou a
secrecao de insulina estimulada pela glicose e inibiu sua captacao periférica, devido
a resisténcia a insulina transitéria (119). Pode-se especular que um aumento
compensatorio da secregéo de insulina em resposta a IR ndo ocorra no diabetes. No
presente estudo, este incremento da secre¢ao de insulina foi inadequado mesmo nos
individuos saudaveis, visto que neles ocorreu aumento da glicemia.

Outro aspecto a ser mencionado quando se trata de DM2, é que
provavelmente ha diferentes interacdes (e respostas) entre os lipideos e a célula ,
devido a propria heterogeneidade genética da doenca. Conforme revisto por Giacca
e cols., varios motivos podem explicar os resultados discordantes das variagdes dos
FFA na funcéo da célula 8, como exemplo, diferengas nos protocolos experimentais,
na duracéo da infusao dos lipideos e niveis de glicose. Outro dado é a predisposi¢ao



65

genética afetando a resposta da célula B aos FFA, a exemplo de individuos com
tolerancia normal a glicose e diferentes respostas a prolongada exposicao aos FFA
de acordo com sua histéria familiar de DM2 (148). Aqueles com histéria familiar
positiva para DM2 e exposi¢éo prolongada aos FFA exibiram GSIS (glicose stimulated
insulin secretion) menor. Além disso, pessoas francamente diabéticas nao
demonstraram deterioracdo da secrecao induzida por lipideos, talvez porque sua
funcao B-celular ja esteja profundamente comprometida (121, 148). Esta observacao
€ compativel com nossos resultados relacionados ao El em pessoas com diabetes.

A hiperglicemia crénica provoca uma down-regulation dos receptores
incretinicos na célula B, explicando em parte sua disfuncdo. Além disto, a
hiperglicemia agudamente reduziu o receptor de GLP-1 e aumentou receptor de GIP
em ratos, durante clamp hiperglicémico por 96 horas (72). Mas estudos in vivo em
ratos submetidos a dieta com alto teor de gordura, e in vitro, em ilhotas de humanos
nao diabéticos, levantam a hipétese de que, independentemente da glicotoxicidade, a
lipotoxicidade prejudica a resposta da célula 8 as incretinas (73, 126). E que essa
diminuicéo de sensibilidade as incretinas, provavelmente seja um evento precoce na
patogénese do DM2 em pessoas obesas, contribuindo, ao invés de ser consequéncia
de uma disfungao mais generalizada da célula B. O sofisticado estudo de Hodson e
cols., utilizando imagem de ilhotas humanas, mostrou que as connexin 36 (Cx36), sdo
importantes para a secreg¢éo de insulina induzida pelas incretinas, visto que, através
delas o GLP-1 sincroniza o rapido recrutamento das células 8 para a secrecao de
insulina em resposta a glicose. Induz assim, uma rapida propagacao da sinalizagao
de calcio durante o estimulo com glicose, e esta acdo € fortemente impedida pela
adicao de palmitato a cultura, que reduz a expressao de Cx36 e a atividade secretoria
coordenada ao GLP-1 e GIP (126).

Com relacdo aos mecanismos moleculares que fundamentam a apoptose
lipotoxica, uma hipdtese € que nas células 8 os PPAR [3/6 exercem um papel protetor.
Estudos in vitro com células INS-1 (células de insulinoma em cultura) e ilhotas de ratos
tratadas com palmitato, revelaram diminuicao da expressao do GLP-1R, enquanto que
o tratamento com agonista dos PPAR [3/6 reverteu esse efeito causando uma up-
regulation da expressdo do GLP-1R, prevenindo assim a lipoapoptose das células S,
melhorando sua fungéo e restaurando a GSIS (149).

Em paralelo com a disfuncdo e reducdo da massa das células B, a

diminuicdo da expressdo da proteina GPR40, um receptor de FFA nas células
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pancreaticas, ou sua down-regulation pelos FFA, pode contribuir para a acao
incretinica diminuida observada no grupo DM2 do presente trabalho nos testes
controles. Notadamente, o grupo DM2 apresentava uma combinacdo de FFA e
glicemia elevados, 0 que parece ser sinergicamente tdxica para as células

pancreaticas (148). Altas concentracdes de glicose e FFA fazem down-regulation da
expressdao da GPR40 em todas as células da ilhota, B, Q, ¥, e diminuem a secrecao

de insulina induzida pela glicose e pelo palmitato em ilhotas de ratos (150). GPR40 é
altamente expressa em ilhotas de ratos jovens, normoglicémicos, hiperlipidémicos e
pré-diabéticos ZDF (fa/fa), mesmo antes do desenvolvimento do diabetes,
provavelmente contribuindo para uma hipersecrecao de insulina e glucagon (150).
Uma similar diminuicdo da secrecao de insulina foi observada em ilhotas humanas
expostas por 48 horas ao palmitato ou ao oleato (151), embora o palmitato seja um
acido graxo saturado e o oleato seja monoinsaturado. Mecanismos crénicos podem
envolver aumento de esterificacdo de acidos graxos e ativacao de stress do reticulo
endoplasmatico nas células 8 (148, 127). Assim, uma série de mecanismos podem
atuar a esse favor, quais sejam: hiperlipidemia associada ou ndo a hiperglicemia
causando down-regulation do GLP-1R, diminuicao do recrutamento sincronizado das
células B8 em resposta ao GLP-1; hiperlipidemia associada ou nao a hiperglicemia
levando a down-regulation da expressao da GPR40; complexos mecanismos da
lipotoxicidade n&o totalmente conhecidos, que alteram mdultiplos pontos da secrecéo
de insulina com diminuicdo da GSIS, aumento do stress oxidativo e do reticulo
endoplasmatico, sinalizagdo pré-apoptoética, inflamacado das ilhotas, etc; down-
regulation dos receptores da insulina na prépria célula B que diminui a secrecao
insulina, a proliferacao e sobrevivéncia das células 8 e todos os efeitos do GLP-1 na
célula B (125, 126,150,152,153). O &cido palmitico (cadeia longa, saturado) €
considerado lipotoxico vs. acidos oléico e DHA, docosohexaendico (mono ou
polinsaturados) possuem efeito protetor por diminuir o stress oxidativo e do reticulo
endoplasmatico e apoptose da célula B (154). A solucgdo lipidica do presente estudo
incluiu acidos graxos saturados e polinsaturados, como na dieta, o que induziu
diminuicdo da potenciacao pelas incretinas. Quais concentragbes e quais lipideos
podem ser benéficos e qual via de administracao € questao ainda a ser respondida no

futuro.
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Enquanto esses mecanismos, individualmente ou em conjunto, podem
embasar o efeito do aumento dos FFA que induzimos nos voluntarios NTG, um papel
para a leve, porém crénica elevagdo de FFA, comumente encontrada em pacientes
com DM2, na perda do efeito incretinico permanece inconclusiva. Pode-se fazer a
hip6tese a partir dos resultados do presente estudo e de estudos publicados em DM2,
ITG e NTG obesos, de que uma implicacdo do aumento crénico de FFA seria uma
contribuicao para o diabetes, tanto por diminuir a sensibilidade a insulina, quanto por
prejudicar a sua secrecao compensatoria. Estes estudos sugerem uma diminuicao da
“tolerancia” aos FFA existindo antes mesmo da deterioracdo da homeostase da
glicose na histéria natural do DM2 (106, 123). Com relacédo aos tipos de gorduras,
todas elas (saturada, monoinsaturada ou polinsaturada) quando ingeridas por mais de
30 horas, induziram diminuicdo do clearance de insulina em humanos. Apenas a
gordura saturada provocou IR e diminui¢cdo do Disposition Index (Dl), ao passo que a
gordura polinsaturada reduziu a IR e diminuiu a GSIS, sem alterar o DI, sugerindo
uma reducdo compensatoria da secrecdo de insulina (155). E possivel que os acidos
graxos de cadeia longa tenham um potencial diabetogénico durante uma
superexposicao, e, a duracdo, a composicdo dos FFA e a magnitude da exposicao
tecidual sdo provavelmente fatores importantes para o desenvolvimento da
lipotoxicidade (156). Porém, € possivel que os FFA mono/polinsaturados exergam um
efeito protetor diminuindo o stress oxidativo e do reticulo endoplasméatico e apoptose
da célula 8 (154). No entanto, em humanos, trabalhos avaliando respostas lipotdxicas
dos varios tipos de FFA, dose e tempo dependentes, in vivo, até hoje nao foram
adequadamente realizados.

As concentragcbes inalteradas dos hormdnios incretinicos durante a
manipulagédo dos FFA nestes voluntarios, implica que uma diminui¢do no El, induzida
em saudaveis ou espontanea em diabéticos, pode ser considerado como algum grau
de resisténcia celular as incretinas como sugerido por Tura e cols. (157).

Num estudo recente, a eficacia da liraglutida em pacientes japoneses com
DM2 foi inversamente relacionada aos triglicérides e diretamente ao peptideo-C
plasmaticos basais (158). Assim, € de suma importancia entender a interagédo
lipideos/glicose na secre¢éo de insulina e no controle da dislipidemia e da IR para a
preservacao da funcao da célula 8 e consequente resposta terapéutica.

Parry e cols., sugerem que os horménios incretinicos ndo parecem

interceder no controle glicémico de adultos jovens saudaveis, apds um balango
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energético aumentado a curto prazo (sete dias). Embora tenha ocorrido deterioracao
da tolerancia a glicose em face de maior insulinemia, as concentracdes de GLP-1 e
GIP nao se modificaram (159). Ainda que as concentracdes das incretinas nao
tenham se modificado, tal como no presente estudo, este fato n&o implica que o El
nao tenha sido prejudicado, pois 0s autores nao o avaliaram.

A metformina promove aumento no GLP-1 total e ativo estimulado pela
dieta. Um estudo mostrou que quando ela é combinada com a sitagliptina, um inibidor
da DPP-IV (iDPP-1V), a concentragdo do GLP-1 foi maior do que observada com o
iDPP-IV sozinho (160) por aumento da secrecdo das incretinas, mas o efeito
incretinico nao foi avaliado. No presente estudo, mesmo com a suspensdo da
metformina dois dias antes dos testes ndo podemos descartar que as concentracées
de GLP-1 tenham sido afetadas por esse tipo de tratamento. Porém o El nos estudos
com acipimox foi semelhante aos estudos controle, nos pacientes pré-tratados com
metformina ou ndo. Por outro lado, é pertinente recordar que a perda do El em
pacientes com DM2 pode nao ser revertida pelo tratamento crénico com iDPP-IV ou
metformina (82, 161).

Estes resultados sdo compativeis com o estudo RISC que incluiu 1267
individuos nao diabéticos na cohortinicial, e 1040 participantes na avaliagao apos trés
anos, quando alguns haviam progredido para IFG (diminuicao da tolerancia a glicose
em jejum) ou ITG ou DM2 (162). Neste estudo, os niveis de FFA em jejum eram
diretamente associados a secrecdo de insulina (ISR) e a redugcado da acao insulinica
(sensibilidade a insulina), mais elevados em descendentes de diabéticos, mas nao

interferiam na -GS, que é o principal determinante da tolerancia a glicose. Por outro

lado, os niveis basais de FFA nao foram preditores independentes da diminuicao da
tolerancia a glicose no decorrer de trés anos, ao contrario do verificado em indios
PIMA, em quem os valores basais de FFA foram fatores preditivos para diabetes ao
longo de quatro anos (163). O valor preditivo dos FFA enddgenos para o
desenvolvimento de diabetes € bem controverso, pois analise posterior do estudo com
os PIMA n&o o confirmou na populacao inteira. Os FFA cronicamente aumentados
foram nocivos para a capacidade secretéria de insulina apenas nos PIMA com ITG
(164). Uma segunda analise do estudo Medical Research Council Ely Study,
demonstrou que FFA em jejum mais elevados foram associados a maior risco de

evolucao para ITG ou diabetes apds 5,7 anos em populagao adulta (165), ao contrario
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da andlise prévia cross sectional da mesma populacdo de estudo incluindo os
voluntarios com ITG (165, 166). Em nenhum destes outros estudos, a B-GS foi
avaliada e tampouco o efeito incretinico. Alguns estudos recentes sugerem "remissao
do diabetes" apos dieta hipocalérica e cirurgia bariatrica buscando explicagéo para o
controle do diabetes (167). Deve-se, porém, considerar que nao ha uma definicao
consensual para "remissdao ou cura do diabetes", pois tanto 0 método utilizado na
avaliacao da secrecao, o valor de corte da HbA1c, assim como a duracéo do controle
sao parametros importantes. Desta forma foram sugeridas definicbes de remissao
parcial, completa e prolongada por Buse e colaboradores (168).

Em nosso estudo experimental, procuramos dissecar caracteristicas
importantes da secrecao de insulina, efeito incretinico e B-GS, através da manipulacao
aguda das concentracoes de FFA. O efeito incretinico diminuido e a 3-GS preservada,
no caso dos participantes com NTG do presente estudo, poderia sugerir que os FFA
aumentados exercam efeito lipotdxico cronicamente, entretanto trata-se de pequeno
grupo e estudo transversal.
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Limitacoes e importancia da pesquisa

Os estudos foram realizados em dois centros e 0s grupos participantes
tinham fenétipos diferentes. O grupo controle era composto por individuos com NTG
e 0 grupo de diabéticos representa o tipico paciente com DM2 ambulatorial. Portanto,
nao foi programada uma comparagao entre 0s mesmos € sim comparacgdes intra-
grupo. A maior limitagdo no nosso entendimento seria o tamanho amostral, n&o
permitindo avaliar as respostas experimentais em diabéticos com diferentes
caracteristicas, tais como sexo, duracao da doenca, grau de obesidade e entre virgens
de tratamento ou sob terapia com metformina e grau de hipertrigliceridemia. No
entanto, 0 nosso principal objetivo - efeito incretinico - foi bastante diferente apds a
infusdo de lipideos entre os NTG e muito semelhante nos diabéticos apds a reducao
aguda dos FFA. O inconveniente das dosagens realizadas em diferentes centros foi
minimizado pela dosagem simultdnea dos quatro estudos de cada voluntario. Por
outro lado, este é o primeiro estudo a avaliar a acao dos FFA sobre o efeito incretinico
em humanos com um protocolo adequado e complexo. A diminuicdo do EIl pelo
aumento dos FFA pode ser item importante da fisiopatologia do DM2. Além disso, o
uso do modelo matematico desenvolvido por Andrea Mari e Andrea Tura, permitiu
avaliar aspectos dinamicos da funcao B-celular.
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CONCLUSAO

Um incremento agudo nos lipideos plasméaticos diminuiu a sensibilidade a
insulina e estimulou a secrecéo total de insulina, mas seletivamente diminuiu a
secrecao estimulada pelas incretinas nos individuos nao diabéticos. Inversamente,
nos pacientes com DM2, uma reducao aguda e farmacolégica dos FFA ndao melhorou
o efeito incretinico, mas melhorou a sensibilidade a insulina, reduzindo a secrecao
deste hormdnio e diminuindo a glicemia. Com isso, a diminui¢cdo do El pelo aumento
dos FFA pode ter impacto importante na fisiopatologia do DM2 em fases iniciais. Ao
contrario, este efeito ndo € significativo em diabéticos com funcao B-celular mais
seriamente comprometida, pois nestes casos ja nao ha resposta da célula B8 a
multiplos estimulos, e ndo exclusivamente as incretinas.

Mais estudos sao necessarios para melhor entendimento dos mecanismos
pelos quais os FFA diminuem a secregao de insulina cronicamente nas pessoas com
DM2. Estudos longitudinais do efeito incretinico em individuos predispostos ao
diabetes confirmariam ou nao o papel do aumento de FFA enddgeno na resposta
insulinica. Novos estudos devem também avaliar a interagdo das terapias com

incretinas e os niveis lipidicos.
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Abstract

Aims/hypothesis Incretin effect—the potentiation of glucose-stimulated insulin release induced by the oral vs the i.v. route—is
mmpaired in dysglycaemic states. Despite evidence from human islet studies that NEFA interfere with incretin function, little
mformation is available about the effect in humans. We tested the impact of acute bidirectional NEFA manipulation on the
incretin effect in humans.

Methods Thirteen individuals with type 2 diabetes and ten non-diabetic volunteers had a 3 h OGTT, and, a week later, an i.v.
soglycaemic glucose infusion (ISO; OGTT matched). Both pairs of studies were repeated during an exogenous lipid infusion in the
non-diabetic volunteers, and following acipimox administration (to inhibit lipolysis) in people with diabetes. Mathematical modelling
of insulin secretion dynamics assessed total insulin secretion (TIS), beta cell glucose sensitivity (3-GS), glucose-induced potentiation
(Pgru) and incretin-induced potentiation (Ppycr); the oral glucose sensitivity index was used to estimate insulin sensitivity.

Results Lipid infusion increased TIS (from 61 [interquartile range 26] to 78 [31] nmol/m” on OGTT and from 29 nmol/m® [26] to
57 nmol/m> [30] on ISO) and induced insulin resistance. Ppyer decreased from 1.6 [1.1]to 1.3 [0.1] (p < 0.05). 3-GS, Py and
glucagon, glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and gastric inhibitory polypeptide (GIP) responses were unaffected. Acipimox
(lowering NEFA by ~55%) reduced plasma glucose and TIS and enhanced insulin sensitivity, but did not change (3-GS,
Piners Poru or glucagon, GLP-1 or GIP responses. As the per cent difference, incretin effect was decreased in non-diabetic
participants and unchanged in those with diabetes.

Conclusions/interpretation Raising NEFA selectively impairs incretin effect and insulin sensitivity in non-diabetic individuals,
while acute NEFA reduction lowers plasma glucose and enhances insulin sensitivity in people with diabetes but does not correct
the impaired incretin-induced potentiation.

Keywords Acipimox - Beta cell function - Incretin effect - Incretin hormones - Isoglycaemic protocol - NEFA - Potentiation
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Research in context
What is already known about this subject?
«  Theincretin effect is impaired in dysglycaemic states
»  Inhumaniislets in vitro, NEFA interfere with incretin function
What is the key question?
+  How does acute bidirectional manipulation of plasma NEFA impact on the incretin effect in humans?
What are the new findings?
+  NEFA elevation selectively impairs the incretin effect, but does not change beta cell function in healthy volunteers
= In participants with type 2 diabetes, acute NEFA reduction does not correct the impairment in incretin-induced
potentiation of glucose-stimulated insulin secretion
How might this impact on clinical practice in the foreseeable future?
The impairment of the incretin effect by an increase in NEFA could be important to the pathophysiology of diabetes.
However, the possible therapeutic benefits of NEFA reduction on the incretin effect in type 2 diabetic individuals must
be further investigated
Introduction in participants with type 2 diabetes, the impaired incretin ef-

Previous studies in vitro [1, 2] and in intact animals [3]
have consistently shown that acute exposure to NEFA
results in a substantial increase in both basal and
glucose-stimulated insulin secretion (GSIS). Studies in
humans, however, have yielded contrasting results.
Acute (3—12 h) lipid infusions in normal participants have
been reported to have no effect [4], to increase [5—7] or to
inhibit [8] GSIS. In participants with [9] or without [10]
family history of type 2 diabetes, a physiological rise in
NEFA induced a mild deterioration of beta cell function,
which was more evident when insulin secretion was ex-
amined in relation to the prevailing insulin resistance. In
the same individuals, lowering plasma NEFA with
acipimox was associated with an improvement in the
acute insulin response to i.v. glucose [10, 11]. Different
approaches to assessing GSIS, different types of test, ad-
justment for the insulin sensitivity and genetic predispo-
sition might influence the controversial results, as
reviewed by Giacca et al [12]. Incretin-mediated insulin
secretion accounts for about 40-80% [13] of total insulin
secretion (TIS) in response to an oral stimulus and is
impaired in type 2 diabetic individuals and in those with
some degree of glucose intolerance [14-17]. However,
surprisingly little information is available on the effect
of NEFA on incretin-stimulated insulin secretion in
humans, despite recent evidence in human islets that
NEFA might interfere with incretin function [18, 19].

We designed this study to test: (1) whether incretin-induced
potentiation of insulin secretion is reduced by acute elevation
of plasma NEFA levels in healthy volunteers; and (2) whether,

@ Springer

fect can be improved by an acute reduction in circulating
NEFA. The incretin effect was measured as the potentiation
of glucose-induced insulin release selectively caused by the
oral vs i.v. glucose route of entry. Plasma NEFA levels were
acutely raised in non-diabetic volunteers through an i.v. lipid
infusion and lowered in type 2 diabetic participants by the
administration of acipimox.

Methods

The study was carried out at two centres (University of Pisa,
Italy, and State University of Campinas, Brazil). Fifteen indi-
viduals with type 2 diabetes treated with diet or stable doses of
metformin were recruited from the outpatient clinic of the
Catholic University of Campinas and State University of
Campinas. Inclusion criteria were: age 18-60 years, HbA .
47.5-85.8 mmol/mol (6.5-10.0%), BMI <40 kg/mz, no other
endocrine disease, no clinical evidence of neoplastic or chron-
ic inflammatory disease, or major organ (liver, kidney, heart,
pulmonary) failure. Two participants with diabetes were ex-
cluded: one dropped out after the first test, the other was ex-
cluded at the end of the study when it was realised that the
participant had an HbA . of 42.1 mmol/mol [6.0%], lower
than the lower limit of the protocol; thus, 13 diabetic individ-
uals were included in the final analysis. Ten healthy volunteers
were enrolled at the University of Pisa. Participants gave their
informed consent, and the study was approved by the Ethics
Committees (Protocol number 23474 at the Pisa centre;
Certificate of Presentation for Ethical Appreciation, CAAE,
48181215.2.0000.5404 at the Campinas centre). The
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Table 1 Anthropometric and metabolic characteristics of the study
participants

Characteristic Healthy Type 2 diabetes
n (women/men) 10 (4/6) 13 (10/3)
Age (years) 34+11 55+8
Duration (<1/<10/=10 years) - 2/7/4
Body weight (kg) 68 £22 88+ 16
BMI (kg/m?) 23.8£5.9 32856
Fat-free mass (kg) 52+15 5110
Fat mass (%) 23+3 39+6
Energy expenditure (kJ/24 h) 6592 + 548 6772 +302
HbA . (mmol/mol) - 55.2+43
HbA . (%) - 7.2+0.5
Triacylglycerols (mmol/l) 1.05+£0.27 1.77£0.74
Insulin sensitivity (ml min™' m™) 402+22 291 +60

Data are mean + SD

anthropometric and metabolic characteristics of the study par-
ticipants are summarised in Table 1.

Study protocol All participants had two control tests, a 3 h
OGTT (75 g) and, on a separate occasion ~7 days later, a 3 h
isoglycaemic glucose infusion (ISO) using an ad hoc
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Fig. 1 Plasma NEFA (a) and glucose concentrations (b) in non-diabetic
volunteers in OGTT and ISO control studies and with lipid infusion.
Black squares, OGTT; white squares, ISO; black triangles, L-OGTT;
white triangles, L-ISO. Plasma NEFA (c) and glucose concentrations
(d) in participants with type 2 diabetes in OGTT and ISO control studies

algorithm to exactly reproduce the glycaemic curve observed
during the OGTT (isoglycaemic protocol). In the healthy vol-
unteers, both tests were repeated during an i.v. infusion of a
20% (vol./vol.) lipid/water emulsion (60 ml/h) together with a
primed (200 U) continuous (0.4 U kg ' min ') heparin infu-
sion, started 2 h before either test (lipid infusion/OGTT [L-
OGTT] and lipid infusion/ISO [L-ISO]). In participants with
diabetes, the two tests were repeated after the ingestion of
acipimox (Olbetam, Pfizer, Rome, Italy) (250 mg) 2 h before
glucose administration and 1 h into each study (OGTT follow-
ing acipimox [Acp-OGTT], ISO following acipimox [Acp-
1SOJ).

Measurements Fat-free mass was measured by electrical
bioimpedance at both sites. Bedside plasma glucose concen-
trations were measured at 10 min intervals throughout the
studies using the glucose oxidase technique (YSI 2300 Stat
Plus Glucose Analyser, Yellow Springs, OH, USA, at the
University of Campinas; Beckman Glucose Analysers,
Fullerton, CA, USA, at the University of Pisa); plasma insulin
and C-peptide concentrations were all measured by chemi-
luminescence (on a COBAS e411 instrument, Roche,
Indianapolis, IN, USA). In both centres, total plasma
glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and gastric inhibitory poly-
peptide (GIP) were assayed using the same ELISA kit (Merck

Cc
1000
3 8001
2 &
=
= 6001
w
w
Z 400
©
£
@ 200
o
0 ——————————————————
120 -90 -60 30 0 30 60 90 120 150 180
Time (min)
141
=
S 12
£
E
@ 104
w
Q
S
> 8
©
E T—_—
2 e
o

Al
-120 -90 -60 -30 0 30 60 90 120 150 180

Time (min)
and after acipimox ingestion. Black circles, OGTT; white circles, ISO;
black diamonds, Acp-OGTT; white diamonds, Acp-ISO. Data are pre-
sented as mean = SEM for n = 10 non-diabetic participants and n=13
type 2 diabetic participants
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Fig. 2 TIS (a.e), 3-GS (b,f), a e
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Millipore, Billerica, MA, USA), plasma NEFA by a standard
colorimetric method (WAKO Chemicals, Neuss, Germany),
and plasma glucagon by ELISA (RD System, Minneapolis,
MN, USA; Campinas) and by Mercodia Glucagon ELISA
(Mercodia, Uppsala, Sweden; Pisa).

Data analysis Insulin sensitivity was estimated from the plas-
ma glucose and insulin responses to oral glucose using the
OGTT-derived index of insulin sensitivity (OGIS) [20].
AUCs were calculated using the trapezoid rule. Plasma C-
peptide deconvolution was used to calculate insulin secretion
rate (ISR) and TIS, and mathematical modelling to quantify
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beta cell function and the incretin effect [21]. The main vari-
ables in the beta cell model are glucose sensitivity ([3-GS), i.e.
the slope of the ISR/glucose dose-response curve obtained
during the ISO test. Glucose-induced potentiation (Pgry), a
time-dependent modulation of the dose-response calculated
during the ISO test, was parameterised as the ratio of the value
at 3 h to the fasting value; incretin-induced potentiation
(Prver) was calculated as the time-dependent fold ISR incre-
ment during OGTT compared with ISO glucose, and was
parameterised as its integral over the 3 h of the tests. The
incretin effect was also calculated using conventional model-
independent indices (per cent difference ([(OGTT TIS — ISO
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TIS)/OGTT TIS] * 100) and the ratio (OGTT TIS/ISO TIS)
between oral and i.v. glucose insulin secretory response), as
described by Nauck et al [13, 14].

Statistical analysis Data from healthy participants and those
with diabetes were analysed separately. Within-group treat-
ment responses were analysed by paired ¢ test or Wilcoxon
signed rank test for normally or non-normally distributed var-
iables, respectively. A p value <0.05 was considered statisti-
cally significant.

Results

Lipid infusion in non-diabetic volunteers While plasma NEFA
levels were markedly suppressed during saline (154 mmol/l
NaCl) infusion, exogenous lipid infusion increased mean plas-
ma NEFA from 0.20 +0.08 to 3.55 + 1.29 mmol/l during the
L-OGTT, and from 0.23 +0.08 to 3.77 +1.10 mmol/l during
the L-ISO study (p <0.001 for both) (Fig. la).
Correspondingly, mean triacylglycerol rose from 0.7 +0.3 to
3.1+ 1.3 mmol/l and from 0.6 +0.2 t0 3.2 + 1.3 mmol/l during
the L-OGTT and L-ISO, respectively (p <0.005 for both).
Plasma glucose profiles were matched between the oral and
i.v. studies. Lipid infusion caused a marked deterioration of
glucose tolerance (glucose incremental AUC 0.44 £ 0.04 vs
0.30£0.03 mol/l x h, p<0.05) that was particularly evident
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Fig. 3 ISR in non-diabetic volunteers during control studies, OGTT and

corresponding ISO test (a), and during the lipid infusion studies, L-OGTT

and L-ISO (b). Black squares, OGTT; white squares, ISO; black triangles,

L-OGTT; white triangles, L-ISO. ISR in people with type 2 diabetes

during the second half of the test (Fig. 1b). As expected, total
insulin release was greater with oral than i.v. glucose with both
saline (Figs 2a, 3a) and lipid (Figs 2a, 3b); in addition, the
relative hyperglycaemia induced by lipid infusion produced
an increase in ISR and TIS, which was particularly pro-
nounced (and statistically significant) during i.v. glucose ad-
ministration (Table 2 and Fig. 2a). Neither 3-GS (Fig. 2b) nor
glucose potentiation (Pgyu) (Fig. 4) were significantly affect-
ed by the rise in NEFA, while rate sensitivity was approxi-
mately doubled (Table 2 and Fig. 2d) in both the oral and i.v.
tests. In contrast, lipid infusion induced a marked decrease in
incretin potentiation (Ppycr) (Table 2; Figs 2c¢, 4b), as well as
in incretin effect calculated by conventional formulae
(Table 2).

Response to oral glucose of plasma glucagon (0.76 + 0.34
vs 0.68 £0.25 mol/l x h, OGTTayc vs L-OGTTxyc, respec-
tively) (data not shown), GLP-1 (7.8 £2.2 vs 7.6 +£2.1 nmol/
1% h, respectively) and GIP (9.4+ 1.1 vs 9.4+ 1.4 nmol/l x h,
respectively) were not different (electronic supplementary ma-
terial [ESM] Fig. 1). Lipid infusion induced mild insulin re-
sistance (OGIS =355+28 vs 402+22 ml min™' m™>, L-
OGTT vs OGTT, respectively, p <0.01).

Type 2 diabetic participants Plasma glucose profiles were
superimposable on the paired oral and the i.v. tests.
Acipimox administration was associated with a marked de-
crease in NEFA AUC (55 £ 14%, p < 0.01), which was similar
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during (¢) control studies and after acipimox ingestion (d). Black circles,
OGTT; white circles, ISO; black diamonds, Acp-OGTT; white diamonds,
Acp-ISO. Data are presented as mean + SEM for n = 10 non-diabetic
participants and n = 13 type 2 diabetic participants

@ Springer



1834

93

Diabetologia (2018) 61:1829-1837

Table 2 Beta cell function in
non-diabetic volunteers and indi-

viduals with type 2 diabetes

Variable OGTT IS0 L-OGTT L-1SO

No diabetes
Fasting plasma glucose (mmol/l) 5.11+0.28 5.33+042" 5.19£0.50 5.08=041"
Fasting NEFA (umol/l) 630+£121 595 152" 55441097 607+310
Fasting ISR (pmol min~' m™?) 81[19] 73 [43] 103 [25] 105 2477
TIS (nmol/m?) 61 [26] 29 1261 78 317 57307 T
B-GS (pmol min"' m 2 [mmol/l] ") - 62 [34] - 61 [50]
Rate sensitivity (nmol m > mM ") 0.85 [0.94] 0.28 [0.59] 2.02 [2.05] 0.70 [0.92]"
Peru (fold) - 1.04 [0.38] - 1.19[0.73]
Piner (fold)® 1.61[1.10] 1.30 [0.10]
Incretin effect (ratio)” 1.79 [0.69] 1.41[0.21]
Incretin effect (%)* 44 [19] 29127

Type 2 diabetes OGTT ISO Acp-OGTT Acp-ISO
Fasting plasma glucose (mmol/l) 6.91+0.97 6.97+0.91 6.78+0.74 6.91+0.86
Fasting NEFA (umol/l) 716+262 749 +231 748 +348 763 +349
Fasting ISR (pmol min ' m ) 129 [40] 134 [39] 130 [43] 113 [53]
TIS (nmol/m?) 64 [24] 58 17]” 60 [26]" 49 (101
B-GS (pmol min~" m 2 [mmol/1] ") - 26 [14] - 29 [15]
Rate sensitivity (nmol m > mmol ") 0.65[0.58]  0.23[0.04]" 0.85 [1.39] 0.00 [0.00]""
Py (fold) - 1.61[0.82] - 1.38 [0.50]
Piner (fold) 1.15[0.21] 1.10 [0.24]
Incretin effect (ratio)* 1.22 [0.26] 1.2210.35]
Incretin effect (%)" 18 [18] 18 [24]

Data are mean + SD or median [interquartile range]

 These values were determined using oral and i.v. glucose results. For a further explanation of these variables,
please refer to the ‘Data analysis’ section of the Methods

“p<0.05and " p<0.01 by Wilcoxon test for oral vs i.v. glucose: ISO vs OGTT in non-diabetic and in type 2
diabetic participants; L-ISO vs L-OGTT in non-diabetic and Acp-ISO vs Acp-OGTT in type 2 diabetic

participants

T p<0.05 and ¥ p < 0.01 by Wilcoxon test for the comparison of lipid infusion or acipimox vs respective control

study

in the oral and i.v. tests (Fig. 1c), and an improved glucose
tolerance (glucose AUC=0.74+0.16 vs 0.90 +0.26 mol/l x
h, p =0.04) (Fig. 1d). Lowering plasma NEFA with acipimox
reduced TIS during the OGTT, without significant changes in
-GS or rate sensitivity (Table 2 and Fig. 2e,h). Similarly, in
the control (Fig. 3¢) and the acipimox study (Fig. 3d), insulin
secretion was lower in response to i.v. than oral glucose, par-
ticularly during the first 2 h of the tests. Neither Pg ( (Fig. 4¢)
nor Ppyer (Figs 2g.4d) (or the incretin effect indices [Table 2])
were changed by acipimoX. Ppycr Was ~30% lower in these
participants with diabetes than in the control group (p < 0.05).
Acipimox administration did not change the AUCs of plasma
glucagon (4.58 £0.92 vs 4.47 +0.63 nmol/l x h) (data not
shown), GLP-1 (9.0+3.2 vs 9.2+4.3 nmol/l x h) or GIP
(16.9+7.4 vs 16.3 £5.5 nmol/l x h) (all p=NS) (ESM Fig. 1).
Insulin sensitivity was slightly, but significantly, improved by
acipimox (OGIS: 326 44 vs 291 £ 60 ml min~' m 2, p=0.01).
In the data from the diabetes group, changes in ISR were
directly related to changes in NEFA (p =0.62, p =0.03).

@ Springer

Discussion

In this study, we show that the acute effects of NEFA on
insulin secretion are asymmetric. While in non-diabetic vol-
unteers NEFA elevation caused a marked impairment of
incretin-induced potentiation, in individuals with type 2 dia-
betes the impaired incretin effect was not improved by acutely
lowering plasma NEFA. Of note, in the non-diabetic partici-
pants raising NEFA induced all the expected metabolic chang-
es [9, 22]: mild deterioration of glucose tolerance and insulin
sensitivity, increased insulin secretion and enhanced early in-
sulin response (i.e. rate sensitivity) without any changes in (3-
GS. Conversely, acipimox administration in diabetic partici-
pants was associated with reduced insulin secretion and plas-
ma glucose excursions and improved insulin sensitivity, but
neither beta cell glucose sensitivity nor incretin-induced po-
tentiation was changed. Of interest is that the effects of plasma
NEFA modulation were observed in both the oral and i.v.
tests; this rules out a role for the entero—insular axis or the
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Fig. 4 Pgpy during ISO test and L-ISO in non-diabetic volunteers (a),

and during ISO test and Acp-ISO study in participants with type 2 dia-

betes (¢). Pyer during the control studies and during the lipid infusion

studies in non-diabetic volunteers (b) and during control studies and

acipimox studies in participants with type 2 diabetes (d). Non-diabetic

taste receptors/cerebral-insular axis. In support of this, neither
lipid infusion nor acipimox was associated with any changes
in plasma glucagon, GLP-1 or GIP responses in the partici-
pants with or without diabetes. The absence of short-term
changes in gut hormones agrees with studies in normal volun-
teers subjected to 1 week of high-fat overeating, in whom
glucose tolerance deteriorated, plasma insulin increased but
GLP-1 and GIP responses were not modified [23].

Taken together, these findings make it possible to conclude
that the direction of the impact of NEFA on incretin effect
depends, essentially, on beta cell function: raising NEFA can
impair the incretin effect on a normal beta cell but lowering
NEFA cannot rescue the incretin effect on a dysfunctional beta
cell. In line with the latter result, lipid-induced impairment of
beta cell function is not observed in frankly diabetic animals
or humans [12]. Obviously, our conclusions apply only to
acute changes in NEFA concentration and to the experimental
conditions created by these protocols, i.e. they provide proof
of'concept. In the longer term, the impact of NEFA on beta cell
function may be more heterogeneous. For example, Kashyap
et al [9] reported that in normal participants a prolonged
(4 day) lipid infusion led to mild meal-induced
hyperglycaemia and insulin hypersecretion, which was asso-
ciated with a marked improvement in first-phase insulin se-
cretion. In contrast, opposite responses were observed in

7]
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participants: white squares, ISO; white triangles, L-ISO; black squares,
OGTT; black triangles, L-OGTT. Diabetic participants: white circles,
ISO; white diamonds, Acp-ISO; black circles, OGTT; black diamonds,
Acp-OGTT. Data are presented as mean + SEM for n = 10 non-diabetic
participants and n =13 type 2 diabetic participants

individuals with a family history of diabetes [9]. However,
in a similar study, 48 h acipimox treatment improved the acute
insulin response to i.v. glucose in individuals with a family
history of type 2 diabetes [24]. It must be observed, however,
that these studies did not directly assess the incretin effect,
which, by definition, requires performing an isoglycaemic
protocol. On the other hand, it is pertinent to recall that chronic
treatment with a dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V) inhibitor,
sitagliptin [25] or metformin [26], in diabetic individuals did
not improve the incretin effect.

The current results align with those of a previous study
carried out in a large cohort of non-diabetic individuals [27],
which indicated that relatively higher NEFA levels, such as
are typically found in type 2 diabetic individuals, are associ-
ated with enhanced absolute ISRs and reduced insulin action,
but they do not interfere with 3-GS, which is the strongest
determinant of glucose tolerance.

Several cellular mechanisms may be involved in the im-
pairment of incretin function caused by NEFA exposure.
Kang et al reported that, in rat insulinoma INS-1E cells and
in isolated islets of db/db mice, palmitate decreases the expres-
sion and levels of the GLP-1 receptor; this was associated to
impairment of: cAMP production, protein phosphorylation of
cAMP-responsive elements binding protein (p-CREB) and
insulin secretion [18]. A recent very elegant study investigated
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the effect of palmitate on the recruitment, by GLP-1, of the
beta cell network, which is essential to synchronise rapid in-
creases in glucose-induced insulin secretion. Gap junctions in
human beta cells, through connexin 36 (Cx36), are important
for incretin-stimulated but not for GSIS [19]. In these human
islet preparations, palmitate reduced Cx36 expression and the
coordinated secretory activity in response to GLP-1 and GIP,
thereby reducing insulin release. Thus, elevated NEFA might
disrupt the GLP-1-sensitive syncytium. Chronic mechanisms
may involve accumulation of malonyl-coenzyme A (CoA)
and long-chain fatty acyl-CoAs, increased fatty acid esterifi-
cation and activation of endoplasmic reticulum stress in beta
cells (reviewed in Giacca et al [12] and Poitout and Robertson
[28]). Decreased free fatty acid receptor 1 (GPR40) expression
in the beta cell, or its downregulation by NEFA, may contrib-
ute to the impaired incretin action observed in diabetes. It is
noteworthy that our diabetic participants had higher fasting
glucose and marginally higher fasting NEFA concentrations
(700 [352] vs 588 [220], p =0.12), a combination that seems
to be synergistically toxic to islets [12], where it
downregulates GPR40 expression in all cell types [29].
Similar insulin secretion impairment was observed in human
islets exposed to palmitate or oleate for 48 h [30]. GPR40 is
highly expressed in islets from young normoglycaemic, hy-
perlipidaemic and prediabetic Zucker diabetic fatty (ZDF) rats
(falfa) even before diabetes development [29]. Furthermore,
in rats maintained under hyperglycaemic conditions for 96 h,
GLP-1 receptor expression is reduced, and GIP receptor ex-
pression is increased [31]. While these mechanisms, alone or
in combination, may underlie the effect of raising NEFA into
the millimolar range we observed in our non-diabetic partici-
pants, a role for the mild but chronic NEFA elevations, com-
monly found in individuals with type 2 diabetes, to the loss of
incretin effect remains to be conclusively demonstrated. The
absence of changes in gut hormones across our NEFA manip-
ulations implies that an impaired incretin effect—whether in-
duced in non-diabetic participants or spontaneous in diabe-
tes—is coupled with a degree of cellular resistance to incretins
[32]. Interestingly, in a recent study in type 2 diabetic individ-
uals, the clinical efficacy of liraglutide, a GLP-1 receptor ag-
onist, was related to the baseline plasma triacylglycerols and
C-peptide levels [33].

Limitations and strengths These studies were carried out in
two centres and the general phenotypes of the two participant
groups were different. We chose a very healthy group to test
the effects of NEFA, and typical individuals with type 2 dia-
betes to evaluate a possible improvement in incretin effect
after NEFA reduction. The results were not meant to be com-
pared across groups but within groups. Another limitation is
the sample size, but the incretin effect, i.e. the main outcome
variable of the protocol, was very different after lipid infusion
in the non-diabetic participants, and very similar after

@ Springer

acipimox ingestion in the diabetic participants. On the other
hand, this is the first study to evaluate the effect of NEFA on
the incretin effect in humans with an appropriate protocol. The
mathematical model yielded the dynamic characteristics of
beta cell function, including the time course of glucose poten-
tiation and the incretin potentiation of insulin secretion.
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Effects of acute NEFA manipulation on incretin-induced
insulin secretion in participants with and without type 2
diabetes

Brenno Astiarraga, Valéria B. Chueire, Aglécio L. Souza, Ricardo
Pereira-Moreira, Sarah Monte Alegre, Andrea Natali, Andrea Tura,
Andrea Mari, Ele Ferrannini, Elza Muscelli

In type 2 diabetes, stimulation of insulin secretion by the entry of
glucose into the digestive system (i.e. the incretin effect) is impaired.
Recent experimental evidence suggests that NEFA might interfere with
incretin function. In this issue, Astiarraga, Chueire et al

( https://doi.org/10.1007/s00125-018-4633-z) tested this hypothesis
by exposing individuals without diabetes to an acute rise in NEFA and
by lowering NEFA in participants with type 2 diabetes. The results
indicate the presence of a clear asymmetry: while elevation of NEFA
disrupted the incretin effect in those without diabetes, lowering NEFA
in individuals with type 2 diabetes had no effect. Neither beta cell
sensitivity to glucose nor plasma incretin hormone concentrations
were altered by NEFA manipulation. Whilst modest elevations of
NEFA typically observed in type 2 diabetes are unlikely to be solely
responsible for reduced beta cell sensitivity to incretins, they may have
some role in disease progression; however, this remains to be
demonstrated conclusively.

All text supplied by the authors.



