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RESUMO

SCHIAPPACASSA, Alessandra. Efeitos da vildagliptina e da metformina sobre as fungoes
endotelial e microvascular, inflamagdo de baixo-grau e estresse oxidativo em pacientes com
obesidade e diabetes mellitus recéem-diagnosticadas: estudo de intervencao. 2018. 123 f. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Mesmo em estagios iniciais da doenga, o DM2 correlaciona-se com a piora da funcao
endotelial e redugcdo da capacidade incretinica, bem como um aumento da lipemia pos-
prandial (LPP). Com isso, espera-se que portadores de obesidade com DM?2 virgens de
tratamento, ja tenham ao diagndstico, a reatividade endotelial e microvascular alterada. Por
essa razdo, o emprego de drogas que atuam melhorando o dano vascular provocado pelo
DM2, pode trazer beneficios adicionais a terapéutica do individuo com diabetes e obesidade.
Nesse estudo, 38 mulheres com DM2 recém diagnosticado e virgens de tratamento, com idade
entre 19 e 50 anos e IMC>30 kg/m?, foram randomizadas em dois grupos submetidos ao
tratamento com metformina (1700 mg/dia) ou vildagliptina (100mg/dia) respectivamente. Ao
final de trinta dias, avaliou-se a fun¢ao endotelial, perfil lipidico, marcadores inflamatorios,
peptideos intestinais ¢ dados antropométricos em estado basal (jejum), bem como os efeitos
promovidos por uma refeicao rica em lipideos no periodo pos-prandial (PP). Durante o
recrutamento, ambos os grupos foram estatisticamente semelhantes do ponto de vista clinico e
metabolico. Ao final do estudo, o grupo tratado com vildagliptina por trinta dias apresentou
uma melhora da vasodilatagdo endotélio-dependente (P=0,03) e independente (P=0,02)
aferida por pletismografia por oclusdo venosa (POV), bem como uma melhor
vasomotricidade avaliada por laser-Dopplerfluxometria (LDF) no periodo PP (P<0,05). O
grupo tratado com metformina, por sua vez, apresentou melhor reatividade vascular tanto no
jejum (P<0,05) apo6s trinta dias de terapia, quanto apds a sobrecarga lipidica
((<0,05).Concluimos que ambas as drogas, vildagliptina e metformina, sdo capazes de
melhorar a fun¢do vascular através de mecanismos de acdo distintos e complementares na
funcdo endotelial; com predilecdo davildagliptina para atuar em vasos relacionados a
resisténcia vascular periférica, enquanto a metformina atuaria sobre o microfluxo nutritivo ao
nivel capilar. Dessa forma, as duas drogas sdo capazes de atuar na melhora da fungdo
endotelial em pacientes portadoras de DM2 em estagio inicial, prevenindo o insulto vascular
que a doenga ¢ capaz de gerar a longo prazo. Efeitos que vao além do simples controle
glicémico.

Palavras chaves: Obesidade. Diabetes mellitus tipo 2. Disfun¢@o endotelial. Lipemia pos-

prandial. Vildagliptina.



ABSTRACT

SCHIAPPACASSA, Alessandra. Effects of vildagliptin and metformin on endothelial and
microvascular functions, low-grade inflammation and oxidative stress in patients with obesity
and diabetes mellitus recent diagnosed: a short-term intervention study. 2018. 123 p. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Even in the early stages of the disease, type 2 diabetes mellitus (T2D) correlates with
the worsening of endothelial function and reduction of incretinic capacity, as well as with an
increase in postprandial lipemia (PPL). It is expected that patients with T2D and
obesityalready have altered endothelial and microvascular reactivities. Consequently, the use
of drugs that improve glycemic control and possibly other aspects of the pathophysiology of
T2D and vascular damage may bring additional benefits to these patients.In this study, 38
women with newly diagnosed T2D and treatment-naive, aged between 19 and 50 years and
BMI >30 kg/m?; were randomized into two groups receiving metformin (1700 mg/day) or
vildagliptin (100 mg/day), respectively. At baseline and at the end of 30 days of treatment,
endothelial function, lipid profile, inflammatory markers, intestinal peptides and
anthropometric data were assessed at fasting period, as well as after ingestion of a lipid-rich
meal. At baseline, both groups were statistically similar regarding clinical, metabolic and
vascularaspects. At the end of the study, the group treated with vildagliptin for 30 days
presented an improvement in endothelium-dependent (P=0.03) and independent
vasodilatation (P=0,02) measured by venous occlusion plethysmography (POV), as well as a
better vasomotricity, assessed by laser-Doppler flowmetry (LDF) (P<0.05) during the
postprandial period (PP) (P<0.05). The metformin group showed better microvascular
reactivity in fasting period after 30 days of treatment (P<0.05) and also during PP
(P<0.05).We concluded that both drugs used in treatment-naive patients during short-term
periodwere capable of improving vascular function through distinct and complementary
mechanisms of action on vascular function. While vildagliptin actedpreferentially on vessels
related to peripheral vascular resistance, metformin improved nutritional microflow at
capillary level. Thus, both drugs are able to act in the improvement of endothelial function in
patients with early-stage T2D, preventing the vascular insult that the disease is able to develop
in the long term period. Effects that go beyond simple glycemic control.

Keywords: Obesity. Ttype2 diabetes mellitus. Endothelialdysfunction. Postprandial lipemia.
Vildagliptin.
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INTRODUCAO

As modificagdes comportamentais ocorridas no mundo globalizado nas ultimas
décadas provocaram profundas transformacgdes nos habitos da sociedade, trazendo grande
impacto na qualidade de vida e habitos alimentares da populagdo. Tais alteragdes podem ser
facilmente observadas no nosso cotidiano.

Nos Estados Unidos da América houve um aumento consideravel no numero de
obesos nos ultimos 15 anos, acometendo um terco da populagdo geral. A Europa também
apresenta niveis crescentes de obesidade, sobretudo no territorio oriental (1). Em ambito
nacional, a Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF 2008/2009) revelou que nos ultimos 30
anos houve um aumento na prevaléncia de obesidade de quatro vezes na populagdo feminina e
de duas vezes na masculina (2). Dados provenientes da pesquisa de Vigilancia de Fatores de
Risco e Protecdo para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel 2016) realizada
pelo Ministério da Saiude, mostram que a obesidade cresceu em 60% nos ultimos 10 anos
analisados. Em 2006, quando os dados comecaram a ser coletados o indice era de 11,8% (3).
Virios estudos epidemiologicos de acompanhamento em longo prazo tém demonstrado que a
obesidade esta fortemente associada a uma prevaléncia maior de desfechos negativos
(morbidade e mortalidade) por todas as causas, incluindo doencas crdnicas, tais como:
hipertensdo arterial sistémica (HAS), apneia obstrutiva do sono, neoplasias, doencas
osteoarticulares e sobretudo, o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), esta ultima, sendo considerada
um fator de risco independente para o desenvolvimento de doenca cardiovascular (4;5).

Contraria a essa observacdo, a perda de peso estd associada com uma redugdo
significativa no risco de desenvolvimento de DM2. Ao acompanhar 3.000 individuos obesos e
intolerantes a glicose, o estudo multicéntrico Diabetes PreventionProgram (DPP) demonstrou
que individuos que modificaram seu estilo de vida de forma intensa reduziram o risco de
desenvolver diabetes em 58%; ao passo que o grupo que empregou apenas o uso de
metformina teve seu risco reduzido em 31% (6).

As modificagdes comportamentais relatadas, geram consequéncias deletérias na saude
individual, além de gerar impacto negativo sobre as politicas de satde publica e a
produtividade econdmica do pais. Faz-se necessario dessa forma, o desenvolvimento de
estudos com novas intervengdes terapéuticas que sejam capazes de reduzir a sua incidéncia

bem como evitar ou reduzir o risco de comorbidades associadas a obesidade.
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1-REVISAO DA LITERATURA

1.1 — A resisténcia insulinica na génese do DM2

Tamanha ¢ a interdependéncia entre a obesidade e o diabetes, que o termo
“diabesidade” foi criado. A migragdo entre o paciente puramente obeso, ao paciente obeso ¢
diabético ocorre através de um defeito progressivo na secrecao de insulina pela célula beta-
pancredtica, aliado ao aumento da resisténcia insulinica nos tecidos periféricos. Ambas
ocorrem de forma precoce e sustentada, havendo piora progressiva a medida em que o
diabetes se instala (7).

A homeostasia da glicose ¢ um processo fino e bem ajustado, cujo deflagrador inicial é
a liberacdo de insulina pelas células beta-pancreaticas durante uma refeicdo. Nesse momento
observamos a ac¢do da insulina sobre os diversos Orgdos e tecidos promovendo
resumidamente: captagdo de glicose pelo tecido muscular esquelético para consumo proprio,
captagdo e armazenamento de glicose pelo tecido hepatico sob a forma de glicogénio, efeito
sobre o sistema nervoso central através de mediadores humorais que sdo capazes de regular o
sistema de fome e saciedade, além da acdo promovida sobre o tecido adiposo, estimulando a
captacdo de acidos graxos sob a forma de reserva energética. Ressalta-se ainda, a importancia
dos efeitos das incretinas, entre elas opolipeptideo glucagon simile - 1 (GLPIl) e
opolipeptideoinsulinotrépico glicose-dependente (GIP), produzidas no tubo digestivo
efundamentais na amplificacdo da liberagdo de insulina, bem como prote¢do das células beta-
pancredaticas(8). Este mecanismo de regulagdo ¢ conhecido como eixo entero-insular.

Quando o mecanismo homeostitico de controle glicémico exposto acimasofre
modificacdes, deflagra-se o inicio do diabetes. Faz-se necessario dessa forma, entender como
esse processo de resisténcia a insulina ocorre, para que medidas terap€uticas eficazes sejam

aplicadas impedindo a progressao da doenga.
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1.1.1 - Tecido muscular esquelético e a resisténcia insulinica no estado pos-prandial

Apesar da disfungdo da célula beta-pancredtica ser a condicdo fundamental para o
desenvolvimento do DM2, a resisténcia insulinica presente no tecido muscular esquelético
parece ser o defeito inicial que precederia a faléncia pancredtica (9).

ApoOs a ingestdo de uma refeicdo mista ou de uma sobrecarga glicémica, a
hiperinsulinemia suprime a producao hepatica de glicose, bem como estimula a captacao de
glicose pelos tecidos periféricos. Logo apds sua internalizagdo no tecido muscular, a glicose
captada poderd ser oxidada e metabolizada em energia pela via glicolitica primaria
(controlada pelo complexo enzimatico piruvatodesidrogenase); ou ainda, ser armazenada sob
a forma de glicogénio (regulada pela enzima glicogénio sintase). Aproximadamente 75% da
glicose internalizada é metabolizada de forma ndo oxidativa, sendo que o defeito na sintese de
glicogénio no tecido muscular, seria na realidade, um dos primeiros defeitos metabolicos na
génese do diabetes(10).

A medida que a resisténcia insulinica progride e a captacdo muscular de glicose
diminui, a glicemia pés-prandial eleva-se, exigindo um estado de hiperinsulinemia cada vez
maior, porém ineficaz para manter a homeostasia da glicose. Com isso, faz-se necessario um
maior tempo para que os niveis glicémicos retornem ao normal apos cada refeicdo. Com a
progressdo do quadro, esse mecanismo compensatorio entra em exaustdo, culminando com o

descontrole glicémico inclusive no estado basal (hiperglicemia em jejum) (9).

1.1.2 - A resisténcia hepatocelular e os efeitos sobre a glicemia de jejum

Aproximadamente 85% da glicose enddgena deriva do tecido hepatico, sendo que os
15% remanescentes sdo provenientes do metabolismo renal. A gliconeogénese e glicogendlise
contribuem de forma igualitiria, na manutencao basal da producao hepatica de glicose (10).
No estado pos-absortivo o tecido hepatico integro produz uma taxa continua de glicose de
aproximadamente 2,0 mg/kg/min, essencial para atender as necessidades do sistema nervoso
central (SNC) nos periodos de jejum, uma vez que seu consumo ocorre de forma constante e

insulino-independente (10).
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Individuos portadores de DM2 com hiperglicemia de jejum leve (menor que
140mg/dl) sdo capazes de suprimir a producao hepatica de glicose através da hiperinsulinemia
compensatoria. Ja naqueles individuos que apresentam hiperglicemia de jejum moderada a
grave (maior que 140mg/dl), a secrecdo aumentada de insulina no espaco portal ndo € capaz
de suprimir a gliconeogénese hepatica; ocorrendo dessa forma, um incremento na sua
producdo de glicose em aproximadamente 0,5 mg/kg/min. Com isso, duas fontes de producao

de glicose se sobrepdem, perpetuando o estado de hiperglicemia (10).

1.1.3 - O tecido adiposo na patogénese do diabetes

Em situagdo fisioldgica, os acidos graxos livres sdo estocados sob a forma de
triglicerideos no tecido adiposo, servindo de reserva energética nos periodos de jejum. Esse
processo de armazenamento ¢ mediado pela agdo estimulatoria da insulina sobre a enzima
lipase-lipoproteica, além da inibicdo da enzima lipase hormdnio sensivel, presentes na
membrana celular dos adipdcitos; ambas envolvidas no processo de captacdo e liberacao
celular de acidos graxos (11).

Nos individuos obesos nao diabéticos, a resisténcia insulinica também € consequéncia
indireta do acimulo excessivo de acidos graxos no tecido adiposo, provenientes da dieta rica
em gorduras. Perpetuando-se esse estado, a captacdo de acidos graxos pelo adipdcito torna-se
sobrecarregada e ineficiente, aumentando a disponibilidade deste produto ao tecido muscular.

Este, por sua vez, passa a utilizar os acidos graxos livres como fonte de energia, em
detrimento a oxidagdo de glicose proveniente do glicogénio muscular. Esse processo em
ultima andlise, leva a redug@o da captagdo e armazenamento muscular de glicose, por inibi¢ao
da enzima glicogénio-sintase, perpetuando o estado de resisténcia insulinica (7).

Individuos obesos e, especialmente diabéticos, apresentam niveis séricos elevados de
acidos graxos livres que ndo sdo totalmente suprimidos pela insulina no periodo pos-prandial
(PP) (10). Estudos experimentais sdo capazes de demonstrar que a administracdo venosa de
lipideos ¢ capaz de induzir um estado de resisténcia insulinica em individuos
normoglicémicos(12); assim como a sua reducdo ¢ capaz de melhorar a
sensibilidadeinsulinica em individuos obesos ¢ diabéticos (13).

Sabemos ainda que as mudangas provocadas no perfil lipidico apos a ingestdo alimentar,

conhecida como lipemia pos-prandial (LPP), ¢ um fator capaz de influenciar de forma direta
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os niveis séricos de acidos graxos. Esse mecanismo, portanto, seria capaz de deflagrar e/ou

agravar o processo de resisténcia insulinica, quando presente de forma sustentada e exagerada

(10).

1.2—- A lipemia pés-prandial e seus efeitos nas desordens metabdlicas

O consumo excessivo de alimentos ricos em gordura presentes na alimentagdo
contemporanea ¢ o maior responsavel pelo aumento exagerado dos niveis séricos de
triglicerideos no periodo pds-prandial (14). Curiosamente, os estudos disponiveis na literatura
que associam perfil lipidico e risco cardiovascular foram conduzidos em sua maioria no
periodo de jejum. Entretanto, desde 1979 Zilversmit ja sugeria que o processo de
aterosclerose ocorria sobretudo no periodo PP (15). Desde entdo, alguns estudos
observacionais foram conduzidos e fortalecerama relagdao entrelipemia pds-prandial (LPP) e

aumento do risco cardiovascular (16-18).

1.2.1 — O Metabolismo lipidico e o estado inflamatdrio pos-prandial

A lipotoxicidade induzida pela dieta ¢ um termo comumente utilizado para descrever
as desordens provocadas aos oOrgdos alvo durante a exposi¢do a determinados derivados
lipidicos. Primeiramente este processo foi identificado no contexto de resisténcia insulinica,
entretanto, vem sendo cada vez mais relacionado a uma gama de doencas cronicas e
desordens inflamatorias (19).

Os triglicerideos (TG) provenientes da dieta sdo absorvidos pelo intestino delgado,
transportados pelo sistema linfatico e conduzidos a circulagdo sanguinea sob a forma de
quilomicrons (QM), acoplados a apolipoproteina B48 (Apo-B48). Ap6s uma refeicdo rica em
lipideos, os niveis de QM elevam-se, gerando um pico sérico de triglicerideos em
aproximadamente quatro horas apo6s a refeicdao(20). Quando presentes na circulagdo
sanguinea, interagem com a lipoproteina de alta densidade ou HDL (do inglés, high-
densitylipoprotein), incorporando a sua composicdo moléculas de colesterol, além das

apolipoproteinas C-II, C-III e E. Ao adquirirem a Apo-CII, os QM sofrem agdo da enzima
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lipase-lipoproteica presente no endotélio capilar, havendo hidrélise das moléculas de TG e
consequente incorporacdo de acidos graxos livres nos tecidos periféricos (tecido adiposo e
muscular). Os remanescentes desse processo, ricos em colesterol e pobres em TG sdo
removidos pelo figado. Dessa forma, em condigdes normais s6 devemos encontrar a presenca
de QM no periodo PP (21).

Em situagdes fisiologicas, o tecido hepatico também ¢ responsavel pela liberagdo de
TG na circulagdo, através da secrecao das lipoproteinas de muito baixa densidade ou VLDL
(do inglés, verylowdensitylipoprotein), para que essas lipoproteinas também sejam
aproveitadas pelos tecidos periféricos. Apds sua deplecdo, tais moléculas tornam-se menos
densas, formando seus remanescentes de densidade intermedidria ou IDL (do inglés,
intermediar densitylipoprotein), que podem seguir dois caminhos: serem removidas pelo
figado (via receptor especifico que interagem com a Apo-E) ou originar a lipoproteina de
baixa densidade ou LDL (do inglés, lowdensitylipoprotein), que € o principal carreador
plasmatico de colesterol em jejum, o qual serd ofertado ao figado e aos tecidos periféricos (via
Apo B-100) (21).

Embora 80% da elevag@o nos niveis de TG se deva aos efeitos dos QM provenientes
da dieta, parte dessas alteracdes também deriva das particulas de VLDL oriundas do figado.
Ambas, por sua vez, competem pela lipase-lipoproteica durante o processo de captagao pelos
tecidos, cuja capacidade enzimdtica ¢ limitada. Consequentemente, ¢ possivel observar uma
piora da lipemia pods-prandial quando estas lipoproteinas encontram-se em excesso na

circulagdo sanguinea(20)como, por exemplo, apds ingestdo de dietas ricas em gorduras.

1.2.2 — A disfuncdo endotelial na génese das desordens metabdlicas

As células endoteliais sdo fortemente susceptiveis aos efeitos dos metabolitos lipidicos
provenientes das lipoproteinas ricas em triglicerideos (QM e VLDL). Estudos utilizando a
hiperalimenta¢do em animais foram capazes de demonstrar que uma dieta rica em colesterol e
acidos graxos altera o processo de peroxidagdo lipidica, causando modificagdes estruturais
nos fosfolipideos de membrana e integridade celular, pecas chave no processo de regulacao da
inflamacao e da disfuncao endotelial (22).

As células endoteliais secretam varios mediadores que regulam a agregacdo

plaquetaria, coagulagdo, fibrin6lise e o tonus vascular, secretando uma combinacgao de agentes
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vasoconstrictores como a endotelina-1 e tromboxano A2 que se contrapdem a liberacdo de
substancias vasodilatadoras, tais como o 6xido nitrico (NO; do inglés, nitric oxide), a
prostaciclina e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio também conhecido como EDHF
(do inglés, Endothelium-DerivedHyperpolarizingFactor), este  ultimo ainda ndo
caracterizado(23). Quando bem integrados, estas substancias possuem papel fundamental na
regulacdo do tonus vascular e aporte sanguineo aos diversos 6rgaos e tecidos, sendo capazes
de manter a homeostasia vascular(24). O termo disfuncao endotelial por sua vez, refere-se a
um desequilibrio desses mediadores que, em ultima analise, irdo promover vasoespasmo €
trombose, implicados na patogénese da doenca aterosclerdtica, em especial coronariana(25).

Para a manuten¢do da integridade do endotélio, o NO ¢, sem duavida, o mais
importante mediador das fungdes endoteliais como agente anti-agreganteplaquetdrio, anti-
coagulante e vasodilatador (24) conferindo protecdo vascular. Este agente ¢ sintetizado a
partir do seu precursor, a L-arginina e seu processo de sintese endotelial é catalisado pela
isoforma endotelial da enzima 6xido nitrico sintase (eNOs; do inglés, nitric oxide synthase)
cujo cofator principal ¢ tetrahidrobiopterina. Ao ser sintetizado e liberado, difunde-se pela
camada muscular lisa e liga-se a enzima guanilatociclase soltvel, estimulando a producdo do
segundo mensageiro chamado guanosinamonofosfato ciclico (GMPc), que induz o
relaxamento da camada muscular e subsequente vasodilatagdo (24).

A atividade da eNOS e aumento da biodisponilidade/produ¢do de NO pode ser
estimulada por diversos fatores: exercicio fisico (26), fator de crescimento derivado do
endotélio, também conhecido comoVEGF(do inglés, vascular endothelial growthfactor (27),
insulina (28), acetilcolina, bem como através do estimulo pelo estresse de cisalhamento (ou do
inglés, shear stress) (24). Em contrapartida, sua producdo estd reduzida em situagdes como
hipdxia tecidual (29), hiperglicemia (30) ou na presenga de altos niveis de TNFo(do inglés,
tumor necrosisfactor alpha)ou particulas de LDL oxidadas(31).

A LPP também € capaz gerar dano endotelial ao induzir a ativacdo leucocitiria com
concomitante produgdo de substancias pro-inflamatorias (32), bem como induzir a ativagao de
mondcitos em macrofagos ativos por intermédio da via NFkB (do inglés, nuclear factor
Kappa p), constituindo fatores importantes na génese precoce da aterosclerose (33). Podemos
ainda citar a influéncia do sistema de complemento na disfungao endotelial secundéria a LPP,
uma vez que os QM sdo as particulas mais potentes na produgdo de complemento C3 pelos

adipocitos, ao ativar a via alternativa da cascata de complemento durante o processo de

lipolise (19).
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Enquanto os efeitos deletérios promovidos pela LPP sdo muito bem documentados,
pouco se sabe a respeito dos beneficios que o seu tratamento poderia trazer. Portanto, nos
parece importante o desenvolvimento de estudos que busquem avaliar o emprego de drogas
capazes de agir de forma conjugada sobre a LPP ¢ os demais fatores responsaveis pela
resisténcia insulinica,assegurando dessa forma, uma terapia capaz de atuar nos diversos
mecanismos implicados no desenvolvimento e progressdo do diabetes, além de suas

repercussoes no endotélio.

1.2.3 — O papel das incretinas no controle glicémico, LPP e vasoreatividade

Inumeros estudos que buscaram avaliar o processo de digestao alimentar e sua relagdo
com a liberacdo de insulina observaram que os niveis desse hormdnio eram bem maiores
durante a administragdo de glicose por via oral quando comparados a sua infusdo por via
venosa, atribuindo-se tal amplificagdo a mediadores intestinais, até entdo desconhecidos, e
que posteriormente, foram denominados de incretinas(34).

Em 1970, conseguiu-se identificar pela primeira vez a presenga do mediador intestinal
polipeptideoinsulinotrépico glicose-dependente (GIP; do inglésgastricinhibitorypolypeptide),
composto por 42 aminoacidos produzido pelas células K localizadas na por¢ao proximal do
intestino delgado, cujo principal estimulo & sua liberagdo ¢ a ingestdo alimentar(35). Apods
alguns anos, um segundo peptideo estruturalmente semelhante ao glucagon e tendo também
atividade incretinica foi identificado e classificado como o peptideo glucagon simile-1 (GLP-
1; do inglés glucagon likepeptidel) (36). Produzido pelas células L da porcdo distal do
intestino delgado e proximal do colon, seus niveis também sdo elevados imediatamente apds a
ingestdo alimentar, sugerindo, dessa forma, que tanto fatores endocrinos quanto neurais
participem ativamente da sua liberagdo, ja que muito antes que o alimento entre em contato
direto com as células enteroendocrinas L ja ha produgao e liberacdo do GLP-1 (8).

Tanto o GLP-1 quanto o GIP sdo capazes de estimular a liberacdo de insulina, ao
agirem em seus receptores localizados nas células beta-pancreéticas. Entretanto, o GLP-1
também ¢ capaz de exercer seus efeitos incretinicos ao inibir a secre¢ao de glucagon e ao
estimular a liberacdo de somatostatina pelas células alfa e delta-pancreaticas, respectivamente
(37). Estudos em cobaias também mostram que o agonismo aos receptores incretinicos

também sdo capazes de estimular a proliferacao celular, preservar a integridade da célula  ao
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inibir vias apoptoticas mediadas pelas caspases(38;39), bem como inibir o esvaziamento
gastrico, além de estimular a saciedade ao agir no SNC (8).

Sabemos hoje em dia, que a poténcia do GLP-1 bem como a sua liberagcao encontram-
se reduzidas nos individuos diabéticos. Questiona-se sua relagdo como causa ou consequéncia
na etiologia da doenga. Muitas observacdes na realidade sugerem que o prejuizo na acao
incretinica seria uma consequéncia da resisténcia insulinica e, em ultima andlise, do diabetes

(40).

1.2.4 —O papel das incretinas na lipemia pds-prandial e funcdo endotelial

Apesar do grande conhecimento adquirido sobre os efeitos das incretinas no
metabolismo glicémico, bem como da relacdo entre LPP e risco cardiovascular; poucos
estudos na literatura trazem informacgdes sobre estes hormonios gastrointestinais e seus efeitos
sobre o metabolismo lipidico.

Estudos realizados em cobaias sdo capazes de demonstrar influéncia do GLP-1 sobre a
absor¢do intestinal de lipideos e consequente efeito sobre a LPP. Ao infundir uma solugao
lipidica por cateterizagdo duodenal em cobaias, XiaofaQin e colaboradores conseguiram
demonstrar que a administragdo de GLP-1 recombinante foi capaz de gerar uma reducdo no
fluxo linfatico intestinal, diminuira absorcao de triglicerideos, além de reduzir a producao de
apolipoproteinas (Apo B e Apo AIV). O fluxo linfatico na musculatura esquelética ¢
altamente dependente da contratura muscular voluntaria. De forma andloga, os autores
sugerem que a lentificagdo do fluxo linféatico intestinal, com consequente influéncia sobre a
LPP, tenha sido precipitada pela reducdo da motilidade intestinal promovido pelo GLP-1 (41).

Ao avaliar os efeitos sobre a LPP promovidos pela infusdo de GLP-1 venoso em
comparagdo ao placebo em individuos sauddveis e eutroficos, Meier e colaboradores
evidenciaram uma supressdo completa na elevagao dos niveis de TG apos a ingestdo de uma
refeicdo mista(42). Curiosamente, a infusdo de GLP-1 também foi capaz de gerar niveis
séricos mais baixos de acidos graxos livres tanto no periodo pds-prandial quanto no jejum.
Segundo o autor, os resultados acima descritos no periodo de jejum ndo sdo puramente
justificados pela lentificagdo no transito gastrointestinal e sugerem que ao amplificar os
efeitos insulinicos, o GLP-1 seria capaz de suprimir o processo de lipdlise em nivel

sist€émico(42). Sabe-se ainda, que além de reduzir a motilidade géstrica, o GLP1 também ¢
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capaz de inibir a produgdo de lipase gastrica pelas células principais do fundo géstrico,
havendo um retardo adicional na metabolizagdo de lipideos proveniente da dieta(43).

Em relacao a fungdo endotelial, estudos recentes indicam que o GLP-1 exerceria efeito
benéfico sobre o sistema cardiovascular, de forma independente aos efeitos na glicemia,
metabolismo lipidico ou gasto energético(20). Estudos in vitro demonstraram que a
administracdo de GLP-1 em cultura de células endoteliais foi capaz de atenuar a agdo do
TNFa sobre a liberagdo do inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1; do

inglés,plasminogenactivator inhibitor-1),considerado um potente agente pro-coagulante (44).

De forma abrangente, alguns ensaios clinicos também foram capazes de demonstrar
que, além do controle glicémico, a administragdo exdgena de GLP-1 também foi capaz de
reduzir os niveis séricos de peptideo natriurético atrial, proteina C-reativa e PAI-1 em
diabéticos (45), além de atenuar o estresse oxidativo ¢ melhorar a vasodilatacdo endotélio-
dependente (46). Todos esses achadosreforcam o conceito de que as incretinas sdo capazes de
promover melhora na funcdo endotelial e nos biomarcadores inflamatorios, conferindo
possivelmente protecdo vascular independente dos efeitos promovidos no controle

glicémico(47).

1.3 — As terapias farmacoldgicas no diabetes e seus efeitos sobre as incretinas, lpp e

func¢io endotelial

As opgoes de tratamento no DM2 envolvem o bindmio mudanca de estilo de vida
associado ao emprego de drogas antihiperglicemiantes que apresentam diferentes mecanismos
de acdo (antihiperglicemiantes orais, insulinas e incretinomiméticos) (48).

A metformina ¢ um medicamento oral que faz parte da classe das biguanidas,
largamente empregada como terapia farmacologica inicial, cujo mecanismo de acdo envolve
principalmente a inibi¢do da gliconeogénese hepatica, além da melhora da sensibilidade
periférica aos efeitos da insulina (48). Curiosamente, alguns estudos também sdo capazes de
demonstrar efeitos adicionais deste medicamento sobre o efeito incretinico. Manucci e
colaboradores foram capazes de demonstrar que a administragdo de metformina a pacientes
obesos e normoglicémicos, por um curto periodo (14 dias de interven¢ado), foi capaz de gerar

um aumento dos niveis de GLP-1 durante a realiza¢do de curva glicémica(49).


https://en.wikipedia.org/wiki/Plasminogen_activator_inhibitor-1
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Dados do nosso laboratdrio também demonstram a acdo positiva da metformina sobre
a funcdo endotelial. De Aguiar e colaboradores verificaram que a administragdo de
metformina a pacientes com sindrome metabdlicaeuglicémicospor um periodo de 90 dias foi
capaz de promover uma melhora na reatividade endotelial medida por pletismografia por

oclusdo venosa (POV) no leito braquial e porvideocapilaroscopia do leito periungueal (50;51).

1.3.1 — Os inibidores da molécula dipeptidil peptidase 4 (DPP4) como estratégia terapéutica

Também conhecida como Cluster de Diferenciagdo 26 (CD26), a molécula de DPP4 ¢
uma serinaexopeptidase capaz de inativar inimeros oligopeptideos ao remover o segmento N-
terminal destas incretinas (52). Normalmente essa enzima encontra-se incorporada a
membrana plasmatica, com sua por¢do C-terminal exposta ao meio extracelular. Quando
submetida a determinados estimulos, tais como a resisténcia insulinica ¢ inflamac¢ao de baixo
grau, a molécula de DPP4 pode ser liberada da membrana plasmadtica do endotélio, tecido
epitelial e leucdcitos, tornando-se uma molécula soluvel, mas que conserva sua capacidade
enzimatica (53).

Por conterem um aminodcido alanina na posi¢do 2, as incretinas sdao fortemente
susceptiveis a degradagdo promovida pela enzima DPP4, o que ocorre minutos apds a sua
liberagdo (8). Diversos estudos sdo capazes de demonstrar que tanto os niveis séricos (54),
quanto a atividade enzimatica (55;56) da molécula de DPP4 encontram-se elevados em
individuos diabéticos, podendo justificar em parte, o estado de deficiéncia incretinica
encontrada nessa doenca. A sua inibi¢do por sua vez, ¢ capaz de aumentar a

biodisponibilidade incretinica, assegurando uma melhora no controle glicémico.
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2 - HIPOTESE

A atividade enzimatica da DPP4 ndo estd envolvida apenas na metaboliza¢ao das
incretinas. Ela também ¢ responsdvel pela inativacdo de varias citocinas, quimiocinas e
neuropeptidios envolvidos na inflamag¢do, imunidade e funcdo vascular (57). Essa capacidade
refor¢a a hipotese de que esta enzima pode regular vias envolvidas ndo apenas na homeostase
glicémica, mas também na resposta inflamatoria e funcao endotelial por mecanismos que
sejam independentes a a¢do das incretinas(53). Em conjunto, estas informagdes apontam para
um possivel papel dessa enzima nas doengas cardiovasculares associadas a obesidade e DM2
(58). Dessa forma, ¢ possivel que a inibi¢ao da enzima DPP4, com consequente elevagao dos
niveis de GLP1 e GIP, possa melhorar a fun¢ao endotelial de individuos diabéticos, nao so6
por melhorar o controle glicémico, mas também por promover uma reducao na LPP e insulto

vascular proveniente deste estado pds-prandial anormal.
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3-OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1 Objetivos primarios

Comparar, em estado basal e apOs sobrecarga lipidica, as acdes da vildagliptina e da
metformina no recrutamento capilar, na reatividade endotelial e ainda em parametros
inflamatorios e de estresse oxidativo em pacientes portadoras de obesidade e DM2 virgens de

tratamento.

3.2 — Objetivos secundarios

3.2.1 - No estado pré-absortivo

1. Demonstrar a resposta endotelial e microvascular de pacientes com obesidade e DM2
virgens de tratamento pré e pos-tratamento com vildagliptina e metformina.

2. Avaliar os biomarcadores de estresse oxidativo e de inflamacdo em paciente com
obesidade e DM2 virgens de tratamento antes e apds o tratamento com vildagliptina e

metformina.

3.2.2 - No estado pos-prandial

1. Demonstrar a resposta endotelial e microvascular de pacientes com obesidade e DM2
virgens de tratamento durante a sobrecarga lipidica, antes e apds o tratamento com
vildagliptina e metformina.

2. Avaliar os biomarcadores relacionados a lipemia pds-prandial em pacientes com obesidade

e DM2 virgens de tratamento antes e apos o tratamento com vildagliptina e metformina.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Desenho do estudo

O presente estudo ¢ um ensaio clinico longitudinal aberto, controlado, de curto-prazo,
cuja intervengdo consistiu no uso da vildagliptina ou metformina como estratégias

terapéuticas.

4.2 — Local de realizacao do estudo e aspectos éticos

Todas as etapas do estudo, incluindo recrutamento e acompanhamento das pacientes,
além de exames complementares foram realizadas na Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), nos seguintes locais: a) Laboratorio de Pesquisas Clinicas ¢ Experimentais
em Biologia Vascular (BioVasc), vinculado ao Departamento de Ciéncias Fisioldgicas do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes; b) Ambulatorio de Obesidade na Policlinica
Piquet Carneiro (PPC), vinculado a Unidade Docente-Assistencial de Endocrinologia,
vinculada ao Hospital Universitario Pedro Ernesto e Faculdade de Ciéncias Médicas e c)
Laboratorio de Lipides (LabLip), localizado na PPC.

Em conformidade com a resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude, de 10 de
outubro de 1996, que dispde as normas de pesquisas em seres humanos, o estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUPE (COEP 014/2013 —n° 087.3.2012 — Anexo A).

Todas as voluntarias incluidas no estudo foram previamente esclarecidas acerca de

todos os procedimentos e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B).

4.3 — Participantes

Optamos por efetuar o recrutamento apenas de pacientes do sexo feminino, afim de

garantir um grupo mais homogéneo, bem como minimizar os fatores de confundimento.O
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recrutamento inicial das pacientes foi feito através de divulgacdo do projeto em meio de
comunicagdo impresso (jornal) ou virtual (internet) - Anexo 5; além de busca ativa de
pacientes pelos pesquisadores no ambulatorio de Obesidade da PPC. As pacientes obesas e
diabéticas eram convidadas a participar do estudo na dependéncia dos critérios de inclusdo e

exclusao.

4.4 — Critérios de Inclusao

1. indice de massa corporal (IMC) igual ou maior que 30kg/m?;
2. Diagnostico de DM2 em periodo inferior a seis meses;

3. Estar virgem de qualquer tratamento para o DM2;

4. Idade entre 19 a 50 anos;

5. Circunferéncia abdominal igual ou maior que 80 cm;

4.5 — Critérios de Exclusao

1. Presenca de doenca renal cronica (definido por clearance de creatinina inferior a
60ml/min)(59);

2. Presenc¢a de doenca coronariana, arterial periférica, hematologica ou hepatica identificada
através da anamnese dirigida;

2. Presenca de hipertrigliceridemia grave (>400mg/dL);

3. Fumantes;

4. Perda de massa corporal significativa seis meses anteriores ao estudo (definida como uma
perda superior a 10% do peso corporal total);

5. Uso de drogas que possam interferir na microcirculagdo, tais como aspirina,
anticoncepcionais, anticoagulantes e hipolipemiantes orais;

6. Hipertensao ndo controlada previamente a inclusao do estudo;

7. Mulheres po6s-menopausadas.
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4.6 — Avaliacdo médica

As mulheres interessadas na participacdo no estudo tinham uma consulta agendada

onde eram entrevistadas e avaliadas por um médico, atendendo as seguintes etapas:

- Anamnese;

- Exame clinico e avaliagao laboratorial: medidas antropométricas de acordo com as diretrizes
brasileiras de obesidade (ABESO) (60), avaliando-se o peso, estatura, calculo do indice de
massa corporal(IMC), circunferéncia abdominal (CA)(61), circunferéncia de quadril (CQ),
calculo de relacdo cintura/quadril (RCQ); além da pressao arterial (PA), frequéncia cardiaca
(FC), exame de regido cervical (tiredide e cadeias de linfonodos), aparelhos respiratorio e
cardiaco, abdome e membros inferiores.

As pacientes que ndo se encaixavam nos critérios de inclusao, assim como aquelas que
apresentavam critérios de exclusdo, eram encaminhadas aoambulatério de Obesidade na
Policlinica Piquet Carneiro para subsequente acompanhamento.

Aquelas que preenchiam todos os critérios (excetuando-se o critério de inclusdo 2)
eram orientadas a realizar os seguintes exames de triagem (comjejum de dez a doze horas):
hemograma completo, teste oral de tolerancia a glicose com 75 gramas de glicose anidra
(TOTG), hemoglobina glicosilada (Hbalc), colesterol total e fragdes, creatinina,
aspartatoaminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT).

Apesar de aferida ja nesses exames, a Hbalcfoi utilizada como critério de resposta
terapéutica naquelas incluidas no estudo e submetidas ao tratamento.

As determinacdes da gordura corporal e massa muscular por bioimpedancia foram
realizadas apds jejum de doze horas. As pacientes foram ainda orientadas a seguir sua dieta de
forma habitual, a ndo ingerir bebidas alcoolicas e nem realizar atividades fisicas nas 24 horas
precedentes a avaliagao.

Aquelas que foram identificadas como portadoras de DM2 (62)foram incluidas na
pesquisa. Nesse momento (inicio do estudo), foram coletadas amostras sanguineas nos
seguintes tempos: basal e 30, 60, 120 e 180 minutos apds a ingestdo da refeigdo-teste para
dosagem dos seguintes marcadores: triglicerideos, colesterol total e fragdes, LDL-oxidada,
glicemia, insulina, glucagon, GLP-1, GIP, acidos graxos ndo esterificados (NEFA),
endotelina, TNF-o, interleucina6 (IL-6), adiponectina, resistina e atividade enzimadtica da

DPP4(DPP4atv).
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A urina para dosagens dos isoprostanos urinarios foi coletada igualmente em periodo

basal.

4.7 — Seleciao das pacientes nos dois grupos

Apos realizagdo da primeira fase do estudo (avaliagdo da microcirculagdo e
marcadores inflamatorios apds a sobrecarga lipidica antes do tratamento), as pacientes eram

direcionadas de maneira 1:1 em dois grupos: metformina e vildagliptina.

4.8 — Terapéutica

A metformina foi titulada até a dose de 1700 mg/dia, enquanto a vildagliptina foi
usada na dose de 100 mg/dia, ambas pelo periodo de trinta dias. Com exceg¢do dos
antihipertensivos (mantidos nas mesmas doses usadas no inicio do estudo), outros
medicamentos nao eram permitidos durante o estudo. Os medicamentos de uso eventual
deveriam ser obrigatoriamente comunicados aos médicos responsaveis pelo estudo para o

aceite ou ndo de seu uso durante o periodo do estudo.

4.9 - Seguimento das voluntarias

Todas as pacientes recebiam contatos telefonicos da equipe de pesquisadores para o
caso de qualquer intercorréncia.

Ligagdes telefonicas semanais e consulta médica presencial quinze dias apos o inicio
do tratamento foram realizadas em todas as pacientes. Desta forma, a equipe verificava se o
uso dos medicamentos estava sendo feito de forma regular e correta e observava a ocorréncia

de efeitos colaterais.
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4.10 — Etapas do Estudo

A figura 1 demonstra as etapas do estudo de acordo com a sequéncia metodologica:
recrutamento e avaliagdo clinica, coleta de exames laboratoriais, avaliagdo da fungdo

endotelial das pacientes selecionadas, randomizacao e seguimento.

Figura 1 - Etapas do estudo

12 2= 3=
| | ] | |
Selecio Exame Exame da Microcirculacio/
das laboratorial funcio endotelial e
paclentes e e curva Biomarcadores de estresse
exame glicémica oxidativo, inflamacio e
clinico _ Peptidecs mntestinais
PRE E FOS SOBRECARGA
LIPIDICA
Fandomizacio
1:1
Metformina Vildagliptina
n =20 n=20

| | Seguimento 30 dias

Exame clinico final
Composi¢io corporal
Antropometria
Exame laboratonal
Exame da Microcirculacio/
funcio endotelial e
Biomarcadores de estresse
oxidativo, inflamacdo e

_ Peptideos intestinais
PREE E POS SOBRECARGA
LIPIDICA

i Fim do periodo de
8o estudo

Fonte: A autora, 2018.

4.11 — Descri¢cao dos exames realizados

- Antropometria: o peso corporal (kg) foi medido em balanca plataforma (Filizola® com
precisdo de 100 g);a estatura foi aferida com estadiometro acoplado a balanga (precisdo de 0,1

cm);o IMC foi calculado a partir da formula matematica: peso (kg) / [altura(m)?];a CA foi
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medida em duplicata com fita métrica (precisdao de 0,1 cm) no ponto médio entre o Gltimo
arco costal e a crista iliaca durante a expiracdo;a CQ foi medida em duplicata no ponto de

maior circunferéncia da regido glutea e a RCQ foi obtida pela formula CA/CQ.

- Afericdo da pressdo arterial: foi utilizado um esfigmomandémetrosemi-automatico
(Spacelabs Medical, Redmond, WA, EUA) no brago direito com as participantes na posi¢ao
supina, em repouso, sendo realizada em dois momentos distintos, com pelo menos um minuto

de intervalo entre eles.

- Bioimpedancia (BIA): A avaliacdo da composi¢do corporal (massa magra/massa gorda) foi
feita em repouso, na posi¢cdo supina, com o aparelho Biodynamic 450

BodyCompositionAnalyzerTM, BioDynamic Corporation®, SE, EUA.

- Exames laboratoriais: as amostras de sangue e urina foram coletadas no laboratério BioVasc
e processados tanto neste laboratério quanto no laboratério LabLip na PPC. A transferéncia

dessas amostras para o outro local seguiu as normas exigidas.

As amostras para hemograma, bioquimica e TOTG eram processadas e analisadas no
mesmo dia. Para as outras andlises, aliquotas de plasma eram armazenadas em congelador
com temperatura de -80°C. Essas amostras congeladas eram, em outro momento,
descongeladas e analisadas (marcadores inflamatorios e peptideos intestinais) no laboratdrio

BioVasc.

4.12 - Dados técnicos de processamento das amostras

- Hemograma: a contagem de células sanguineas foi realizada pelo contador de hematologia

automatizado XS1000iSysmex® (Sysmex Corporation, Kobe, Kansai, JPN);

- Bioquimica: as amostras foram processadas por analisador automatico A25 BioSystems®
(Biosystems S.A., Barcelona, ESP) para as seguintes dosagens:Glicose, CT, HDL e TG
quantificados pormétodos de espectrofotometria, a saber, respectivamente: glicose

oxidase/peroxidase [Coeficiente de variagdo (CV) intraensaio: 1,2% e interensaio: 2,7%],



36

colesterol oxidase/peroxidase (CV intraensaio: 1,1% e interensaio: 1,9%), detergente direto
(CV intraensaio: 0,8% e interensaio: 1,3%) e glicerol-3-fosfato/peroxidase (CV intraensaio:
1,7% e interensaio: 2,6%). O LDL foi calculado pela equagdo matematica proposta por

Friedewald(63);

- Biomarcadores: os niveis plasmaticos de IL-6 e endotelina-1 foram avaliados pelo ensaio

ELISA (EnzymeLinkedImmunosorbent Assam) da Quantikine® High Sensitivity IL-6 e os
kits ELISA Quantikine®Endothelin-1, respectivamente (R & D Systems, Minneapolis, MN,
EUA). Para a determinacao das concentragdes séricas de LDL oxidada foi utilizado o kit
ELISA Mercodia (Mercodia, Uppsala, Suécia). Todos os ensaios foram realizados de acordo
com os protocolos do fabricante. Os coeficientes de variac¢do intra e inter-teste foram inferior
a 10%.0s niveis ativos de GLP-1 foram analisados pelo método ELISA quimioluminescente
de alta sensibilidade (Merck-Millipore, Billerica, MO, EUA).A andlise por multiplexing por
kits MagneticMilliplex® MAP (EMD Millipore, Billerica, MA, EUA) foi utilizada para
determinar a concentracdo simultdnea de GIP, insulina, C-peptideo, grelina, leptina, glucagon,
polipeptideo pancredtico (PP), polipeptideo YY (PYY), adiponectina, resistina ¢ TNF-a. Os
coeficientes de variacdo intra e inter-ensaio foramde <10% e <20%, respectivamente.A
avaliag¢do da atividade DPP4 foi realizada usando glicil-prolil-paranitroanilida (Gly-Pro-pNA,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) como substrato cromogénico. No final do periodo de
incubacdo, a atividade de DPP4 nas amostras foi determinada comparando a densidade Optica
de cada amostra com a densidade Optica derivada da curva padrdo de p-nitroanilina, gerada
pelo software de analise de dados (KC Junior, BioTek, Winooski, VT, EUA). Os resultados
sdo expressos como UM de p-nitroanilina/ml/min. A sensibilidade deste método foi de 0,1 uM

/ ml/min eo coeficiente de variagao intra-teste foi <3%;

- PCR ultrassensivel: foi testada pelo analisador automatizado A25 BioSystems® (Biosystems
SA, Barcelona, ESPANHA), medida por turbidimetria usando método de latex de alta
sensibilidade com analisador automatico A25 BioSystems® (Biosystems S.A., Barcelona,
ESP) e quantificada por turbidimetria, pelo método latex de alta sensibilidade (CV

intraensaio: 1,8 e interensaio: 3,6%).
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4.13 — Caracterizacio da sobrecarga lipidica

A sobrecarga lipidica foi obtida através da ingestao de alimentos ricos em gorduras
totais, principalmente em gorduras saturadas como leite integral (200ml), achocolatado (10g),
margarina (20g), croissant (1 unidade), queijo cheddar (60g) e salame (31g) onde: 24,8% sao
carboidratos, 59,5% gorduras totais (sendo 21,9¢ de gordura saturada) e 15,7% de proteinas;
totalizando 691,5 kcal. Esta refei¢do foi oferecida as pacientes incluidas no estudo

imediatamente apds as avaliagdes basais.

4.14 — As etapas de avaliacio microvascular e endotelial antes e apds a sobrecarga

lipidica

A figura 2 ilustra a sequéncia de exames realizados para avaliacdo da fun¢do endotelial

durante a sobrecarga lipidica

Figura 2 - Sequéncia de exames durante a avaliacdo da fung¢do endotelial e sobrecarga lipidica

Vasomorricidade

e —
Bl 0 30min G0min 120min 180min
— I I i I T
Estudo da Ingestio da Estudo da Estudo da Estudo da Estudo da
Microcirculagio Scbrecarga || microcirculagio mucrocarculagio microcirculacio microcirculagio
Fletismografia lipidica coleta de sangue coleta de sangue Coleta de sangue coleta de sangue
por achasdo
venosa / Coletas
sangikmeas ¢
nurina

Legenda: minutos (min).
Fonte: A autora, 2018.
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4.15 - Pletismografia por oclusdo venosa

Os exames de pletismografiapor oclusao venosa (POV; EC-6, Hokanson, Bellevue,
WA, USA) foram feitos com protocolo ndo-invasivosempre nos tempos basal (antes da
refei¢do-teste) antes e ao término do periodo de tratamento.

A POV permite a mensuracdo do fluxo sanguineo do antebraco (FSA),como
previamente descrito ¢ validado por Aguiar e colaboradores(64). Este método consiste no uso
de um elastico de mercurio, que nada mais € que um sensor de estiramento disposto no maior
diametro do antebraco, conectado a um pletismégrafo com o intuito de aferir a mudanca de
volume do antebraco e inferir o FSA.A mao apresenta muitos shunts arteriovenosos € isso
interfere nas afericdes do FSA. Assim, um minuto antes de iniciar as analises, um manguito
disposto no punho ¢ insuflado a 200 mmHg para isolar a circulagdo do plexo palmar.

Para analise do FSA, um bloqueio do retorno venoso na porc¢ao proximal do braco ¢
realizado por 10 segundos, pela insuflacio de um manguito a 50 mmHg, seguido por um
periodo de 5 segundos de liberacdo do retorno venoso, quando o manguito permanece
desinflado (figura 3). Durante a insuflacdo do manguito, observa-se um bloqueio ao retorno
venoso com manutencao do aporte sanguineo arterial para o antebrago. Tal fato promove um
aumento do volume do antebrago por formagdo de edema e, consequentemente, um
estiramento do elastico de mercurio, interpretado pelo pletismégrafo como uma curva (com a
parte ascendente da curva representando o bloqueio do retorno venoso e a parte descendente,

a liberag¢ao do retorno venoso).
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Figura 3 - Posicionamento dos artefatos técnicos para a realizagdo da pletismografia por

oclusdo venosa

Fonte: A autora, 2018.

A média das quatro primeiras curvas mensuradas foi utilizada para a determinagdo do
FSA (ml/min.100 ml tecido™) no repouso (basall). Para mensurar a vasodilatagio endotélio-
dependente, uma isquemia arterial de trés minutos foi realizada através da insuflagdo do
manguito localizado na regido proximal do brago com pressao de 60 mmHg acima da PAS.

Ap0s liberacdo do manguito, inicia-se a afericdo do FSA durante a hiperemia reativa
pos-oclusiva (HRPO), da mesma maneira descrita para o FSA basal.

Apos esta aferigdo, a participante fica em repouso durante 15 minutos com o intuito de
restabelecer a homeostase vascular ao estado de repouso. Posteriormente, realiza-se uma nova
afericdo do FSA basal (basal2), seguido da avaliagio da vasodilatagdo endotélio-
independente.Para tal medida,administra-se por via sublingual 400mcg de nitroglicerina
(NTG) sob a forma de spray(NTG - Nitrolingual® pumpspray, Aventis, Auckland, Australia).

A NTG sublingual apresenta meia-vida de aproximadamente trés minutos (65),sendo a
medida do FSArealizadano quinto minuto ap6s sua administracdo (FSANTG). Configuram-
se, com isso, quatro tempos de medidas de FSA: basall, FSA durante HRPO, basal2 e
FASNTG. Por fim, a pressao arterial sist€émica foi aferida no membro superior contralateral
em todos estes tempos. O equipamento da POV foi conectado a um conversor analdgico-
digital (PowerLab/8SP, AD instruments, Castle Hill, Australia) e os dados foram analisados
pelo programa Power Lab (8SP-AD Instruments, Castle Hill, Australia) em computador
IBM® compativel.
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Os exames de pletismografia de oclusdo venosa foram feitos logo antes e ao término
do periodo de tratamento em ambos os grupos. Essas curvas sofreram tratamento matematico

que resulta em medidas de fluxo sanguineo em ml/min/100mL de tecido (66).

4.16-Avaliacao da reatividade microvascular

Simultaneamente a avaliagdo laboratorial, as pacientes foram submetidas a
videocapilaroscopia dindmica no tecido cutaneo do dorso do dedo de acordo com metodologia
previamente padronizada e validada(67).

Para a realizacdo da videocapilaroscopia, as participantes foram orientadas a
permanecer confortavelmente sentadas em uma cadeira fixa de base elevada, com o brago
esquerdo erguido ao nivel do coragdo. O antebrago ¢ a mao esquerda, com a face dorsal
voltada para cima, foram repousados em um suporte acolchoado (figura 4). O quirodactilo sob
avaliagdo (terceiro quirodactilo) foi apoiado em uma base acrilica montada sobre a plataforma
de um microscopio Leica DM LM (Leica Microsystems®, Wetzlar, Alemanha), cuja
extremidade distal foi gentilmente imobilizada por um grampo, a fim de evitar movimentos
indesejados.O microscopio, por sua vez, foi acoplado a uma camera de video TK-S250U
(JVC®, Yokohama,Japao). Algumas gotas de 6leo de imersdo foram aspergidas sobre os
sitios de observagdo, visando reduzir a divergéncia da luz refletida, determinando uma melhor
qualidade de imagem. Um manguito de pressdo com 1 cm de largura foi posicionado
envolvendo a base da falange proximal do quirodactilo avaliado e conectado a um mandmetro
de mercurio.

O exame foi registrado em video com auxilio do programa
LeicaApplicationSuiteversion 4.4.0 (Leica Microsystems®,Heerbrugg,Suica), transferidas
para a televisdo e gravadas em DVD, sendo posteriormente analisadas através do programa

CapIMAGE (Capintec®, New Jersey,EUA) (68).
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Figura 4 - Videocapilaroscopia do leito periungueal

Fonte: A autora, 2018.

Nosso estudo utilizou a videocapilaroscopia do dorso do terceiro quirodactilo da mao
esquerda, a uma distancia de 3 mm proximal a cuticula. Esse método permite a verificacdo da
densidade capilar funcional(DCF) no repouso durante 2 min e, apds essa medida basal, o
manguito de pressao na base do quirodactilo foi insuflado a 200 mmHg para obtencao de uma
isquemia total de 4 min, apds a qual foi verificada a DCF durante a HRPO. Para a realizagao
desse exame, as participantes foram aconselhadas a ndo ficarem expostas ao sol sem o uso de
protetor solar e a ndo terem contato com produtos de limpeza sem a utilizagao de luvas, uma
vez que esses fatores interferem na qualidade das imagens.

Previamente a realizagdo deste exame, um cateter venoso salinizado foi inserido no brago
contralateral, com a Unica inten¢do de manter um acesso venoso patente para a coleta das
amostras sanguineas durante o exame. A reatividade microvascular foi testada em estado

basal, 30, 60, 120 e 180 min apos a ingestdo da refeicao hiperlipidica.

4.17 - O Estudo da Vasomotricidade

A laser-Dopplerfluxometria (LDF) tem sido usado como medida do fluxo sanguineo
microvascular hd mais de 30 anos inicialmente em tecido retiniano, mas posteriormente

estendido para outros sitios (69). Considerado um método ndo invasivo para a determinagao
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continua da perfusao microvascular, uma luz de Laser de baixa poténcia incide na superficie
do tecido pesquisado e fotons migram através do tecido de maneira aleatdria. A interacdo
deste com um ou mais objetos que se movem pelo campo pesquisado, por exemplo, hemacias,
desvia os fotons numa sequéncia e em quantidade determinada por um angulo de desvio, pelo
comprimento de onda da luz do laser e pela velocidade(67). Dessa forma, as técnicas de laser-
Doppler fornecem um indice de perfusdo da pele através da medi¢do do deslocamento pelo
efeito Doppler induzido pela dispersdao da luz monocromatica pelas células sanguineas em
movimento (70). O sinal ¢ quantificado como o produto da velocidade média das hemaécias
pela sua concentragdo, o qual apresenta uma relagao direta com o fluxo (71).

A laser-Doppler fluxometria (LDF) de ponto tinico (composto por um transmissor e
um receptor de fibra dptica) € um método acurado para quantificar mudangas rapidas no fluxo
de sangue, também permitindo a mensuragdo da perfusdo microvascular do tecido cutaneo
realizada primordialmente pela microcirculacdo ndo nutritiva dapele(72). Neste estudo, esse
método foi utilizado exclusivamente para andlise da vasomotricidade e de seus respectivos
componentes (cardiaco, respiratorio, miogénico, neurogénico e endotelial), sendo efetuada
simultaneamente avideocapilaroscopia através do aparelho PeriFlux System (Perimed®,
Estocolmo, Suécia).

O programa PeriSoft for Windows (PSW) 2.5 (Perimed®, Estocolmo, Suécia) foi
utilizado para a realizagdo da analise espectral do sinal de fluxo, através da transformada
rapida de Fourier. O sinal captado pela sonda era transmitido, processado, filtrado e
convertido em uma representacdo grafica linear que expressava a resposta ao estimulo
farmacologico, bem as mudangas provocadas pela sobrecarga lipidica. Esse procedimento
visava a identificacdo dos diferentes componentes que contribuem para a vasomotricidade,
uma vez que cada um deles esta relacionado a uma respectiva oscilagdo de frequéncia do sinal
de fluxo: componenteendotelial (oscilagdes de 0,01-0,02Hz); neurogénico (0,02-0,06 Hz);
miogénico (0,06-0,15 Hz); respiratério (0,15-0,4 Hz) e cardiaco (0,4-1,6 Hz) (73). As
variacoes absolutas de amplitude em cada um desses intervalos, bem como seus valores
normalizados, obtidos através da razdo entre a amplitude média do respectivo intervalo de
frequéncia sobre a amplitude média de todo o espectro de frequéncias de 0,005 a 2,0 Hz,
foram os parametros analisados(73).A medi¢ao continua foi realizada no intervalo de tempo

entre basal e 180 minutos.
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4.18 — Analise estatistica

Essa andlise foi realizada através do programa GraphPad Prism 5 ® (GraphPad
Software Inc, La Jolla, CA, EUA). As principais varidveis analisadas no estudo foram as
diferengas entre parametros microvasculares, biomarcadores inflamatorios e peptideos
intestinais em jejum e no periodo PP; em estado basal e ap6s o uso de vildagliptina ou
metformina.

Estes resultados foram analisados em dois momentos distintos denominados efeitos
agudos, ou seja,mudancas provocadas imediatamente apds a ingestdo de refei¢do rica em
lipideos e efeitos cronicos, definido pelas mudancas provocadas em jejum apds terapia
medicamentosa continua por trinta dias.

Para avaliar os dados obtidos durante o periodo PP, realizamos as equacdes de
regressdo linear, analisando a relagdo entre a variavel independente (tempo) e as varidveis
dependentes (atividade DPP4, biomarcadores inflamatorios, perfil lipidico € componentes da
fun¢do microvascular). Essas equagdes encontraram interceptos e inclinagdes para cada
variavel, que definiram a relacdo linear entre as varidveis dependentes (varidvel testada) e
independente (tempo de coleta). Interceptos e inclinacdes de cada variavel foram usadas nas
analises.

A distribuicdo das variaveis continuas foitestada pelos testes deKol/mogorov-Smirnov,
D'Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk. As comparagdes entre dois grupos foram feitaspelos
testest de Studentnao pareado e Mann-Whitney e intragrupo pelos testes ¢ de Student pareado e
Wilcoxon, na dependéncia de distribuigdes normal e ndo-normal para as variaveis analisadas,
respectivamente.

Para calcular o tamanho da amostra de 40 pacientes, utilizamos o programa G * Power
3.1.9.2 (Universitiat Kiel, Alemanha), com um poder real de 0.9500156 (testes t, ponto
biserial, de duas caudas, tamanho do efeito de 0.51; erro de probabilidade de 0,05; um poder
de 0,95). Os resultados sdo apresentados por média e desvio padrio (médiat DP)

utilizando-se um valor de P igual ou inferior a 0,05 como estatisticamente significante.
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5 - RESULTADOS

Foram recrutadas e selecionadas 246 pacientes para a realizagdo da primeira visita.
Destas, 206 pacientes foram excluidas por ndo terem o diagnostico de DM2 ou ja possuirem
essa doenca, estando ja em tratamento. Apds inclusdo no estudo, duas pacientes foram
excluidas por ma adesdao (n=1) ou por perda de peso significativa antes da avaliagdo

microcirculatoria (n=1). A figura 5 demonstra o organograma descrito.

Figura 5- Fluxograma das pacientes no estudo

Triagem e avaliacio dos criterios de
elegibilidade
(n=248)
Exclusio por nio atenderem
aos critérios de elegibilidade
W (n=206)
Anamnpese, exame fisico e coleta
de exames
(m=40)
Exclusio por perda de peso
significativa anterior ao inicio do
W estudo
Pacientes alocadas no estudo (2=1)
(n=39)
Grupo Grupo
Vildagliptina Metformina
fn=20) (n=19)
Exclusio por -
R Exelusio (a=0)
(n=1}
Sermimento completo Seguimento completo
(n=19] (n=19)

Fonte: A autora, 2018.
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5.1 — Caracteristicas basais

Trinta e oito pacientes possuiam idade média de 39,4+6,5 e IMC de 37,2+5,0 kg/m?.
Em estado basal (tabela 1), ambos os grupos possuiam as mesmas caracteristicas clinicas,
antropométricas e laboratoriais; bem como a mesma fungdo endotelial e reatividade
microvascular. Em relagcdo a prevaléncia de hipertensao arterial, ndo observamos diferenca

nos dois drupos testados.

Tabela 1 - Comparagao clinica, laboratorial e microcirculatéria entre os Grupos Vildagliptina

e Metformina em estado basal

Variaveis Vildagliptina Metformina P
(n=19) (n=19)

Idade (anos) 39,0+5,3 39,7+7,7 0,44
Peso (kg) 94,9+14,0 99,5+16,1 0.,31
IMC (Kg/m?) 36,0+3,9 38,4+6,1 0,25
CA (cm) 105,5+10,5 106,5+12,0 0,51
CQ(cm) 116,0+8.9 122,6+11,9 0,09
Relacao cintura/quadril 0,9+0,05 0,8+0,07 0,57
PAS (mmHg) 131,5+£20,9 134,6+£27,2 0,75
PAD (mmHg) 84,0+13,4 83,0+13,1 0,97
PAM (mmHg) 100,0+15,6 100,2+17,2 0,86
Percentual de gordura (%) 39,5+3,9 41,1+4,2 0,29
Massa magra (%) 60,4+6,4 59,2+6,1 0,30
Insulina (mIU/I) 1,7£0,9 1,9+1,1 0,75
Glicose (mg/dl) 200,24+95,0 190,2+74 0,88
Glicose apés TOTG (mg/dl )* 253,4+60,8 255,8+56,8 1,0

HbAlc (%) 8,0+1,7 7,8£2,0 0,64
CT (mg/dl) 183,9+36,7 198,0+37,8 0,18
TG (mg/dl) 161,0+£79,8 141,2+78.,6 0,28
HDL - ¢ (mg/dl) 43,0+8,1 46,7+11,2 0,38
LDL - ¢ (mg/dl) 108,6+26,2 112,9+25.8 0,13
VLDL - ¢ (mg/dl) 32,2+15,9 28,2+15,7 0,3

PCR (mg/dl) 1,1£1,3 0,9+0,6 0,94
Peptideo C (ng/ml) 1,7+0,9 1,7+0,9 1,0
Grelina (pg/ml) 45,5+£19,8 44,3+26,9 0,57
GIP (pg/ml) 24,3+14.,6 20,2+12,2 0,32
GLP-1 (pM/)) 1,1+1,0 0,9+0,6 0,98
Leptina (pg/ml) 21880+19430 25350+13330 0,52
Glucagon (pg/ml) 23,4+20,6 31,4534 0,53
Adiponectina (ng/ml) 11950+11540 11590+6151 0,55
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Resistina (ng/ml) 34,0+11,4 36,0+£18,7 0,95
PP (pg/ml) 30,1241 33,2+34,8 0,83
PYY (pg/ml) 39,2+21,7 38,7+36,8 0,57
IL-6 (pg/ml) 2,11+1,3 3,4+4,0 0,20
LDLox (U/L) 74,8+31,3 62,1+£16,8 0,24
NEFA (mmol/l) 0,6+0,2 0,6+0,2 0,35
TNF-a (pg/ml) 0,5+0,6 0,3+0,9 0,09
Endothelina (pg/ml) 1,6£0,5 1,6+0,5 0,83
atvDPP4 (uM/ml/min) 9.3£3.5 9,6+3,7 0,86
DCF (cap/mm?) 24,1£15,6 34,6+20,2 0,18
DCF apés HRPO (cap/mm?) 20,8+14,7 32,4+19.4 0,14
FSA »1 (ml/min/100ml de tecido) 3,0+1,8 2,3+1,5 0,34
FSA nrro c1 (ml/min/100ml de tecido) 10,2+6,5 8,6+£3,5 0,63
FSA urpo c1-c4(ml/min/100ml de tecido) 5,8+3.,0 4,5+1,6 0,19
FSA p2(ml/min/100ml de tecido) 2,7+1,4 2,1+1,1 0,18
FSA ntG (ml/min/100ml de tecido) 2,5+1,3 1,9+1,0 0,28

Nota: Dados expressos em média+desvio padrdo (DP)

Legendas: IMC-indice de massa corporal, PAS — pressdo arterial sistdlica, PAD — pressdo arterial diastolica,
PAM - pressdo arterial média, FC — frequéncia cardiaca, HBalc — hemoglobina glicosilada, CT —
colesterol total, TG — triglicerideos, HDLc — lipoproteina de alta densidade, LDLc — lipoproteina de
baixa densidade, VLDLc — lipoproteina de muita baixa densidade, GIP —polipeptideoinsulinotropico
glicose-dependente,GLP1 - peptideo glucagon simile-1, PP — polipeptideo pancreatico, PYY —
peptideo YY, IL6 — interleucina 6, LDLox — lipoproteina de baixa densidade oxidada, NEFA — 4cido
graxo ndo esterificado, atvDPP4 — atividade da enzima dipeptidyl peptidase 4, DCF — densidade
capilar funcional, DCF ap6s HRPO — densidade capilar funcional ap6s hiperemia reativa, FSA bl —
fluxo sanguineo do antebraco basal 1, FSA HRPO C1 — fluxo sanguineo do antebrago ap6s hiperemia
reativa C1, FSA HRPO C1-C4 — fluxo sanguineo do antebrago ap6s hiperemia reativa C1-C4, FSA b2
— fluxo sanguineo do antebrago basal 2, FSA NTG — fluxo sanguineo do antebrago apds nitroglicerina
*TOTG realizado apenas naquelas pacientes com glicemia de jejum inferior a 200mg/dl

Fonte: A autora, 2018.

5.2 — Avaliacio da funcdo endotelial (pletismografia)

Nosso principal achado relaciona-se a uma melhora na vasodilatagdo endotélio-
dependente e -independente no grupo tratado com vildagliptina em comparagdo com a
metformina. Na figura 6, observamos que o uso da vildagliptina resultou numa melhora da
fun¢do vascular, expressa em respostas mais elevadas de vasodilatacdo, tanto apds hiperemia
reativa (P=0,03; endotélio-dependente), quanto apds a administragdo de nitroglicerina
(P=0,02; endotélio-independente). As comparagdes intragrupo nao mostraram diferencas entre

os periodos pré e pos-tratamento em ambos os grupos.
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Grafico 1 - Comparagao do fluxo sanguineo por pletismografia por oclusdo venosa em ambos

osgrupos apos 30 dias de tratamento
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Nota: Dados expressos em médiat+desvio padrao (DP)

Legendas: FSA bl — fluxo sanguineo do antebrago basal 1, FSA HRPO C1 — fluxo sanguineo do antebraco apds
hiperemia reativa C1, FSA HRPO C1-C4 — fluxo sanguineo do antebrago apos hiperemia reativa C1-
C4, FSA b2 — fluxo sanguineo do antebraco basal 2, FSA NTG — fluxo sanguineo do antebrago apos
nitroglicerina

Fonte: A autora, 2018.

5.3 — Avaliac¢ao da reatividade microvascular

5.3.1 — Reatividade vascular em estado basal ap0s trinta dias de tratamento (efeitos crénicos)

Em relag¢@o a microcirculagdo nutritiva capilar, percebemos que apds trinta dias de uso
das drogas o grupo tratado com metformina apresentou melhor DCF apdés HRPO,
refletindoum melhor recrutamento capilar (P=0,02) em comparagdo ao grupo tratado com
vildagliptina. A anélise intragrupo ndo mostrou diferenca significativas. Os achados descritos

podem ser observados na tabela 2.
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Tabela2 - Comparagao por videocapilaroscopia entre os efeitos da vildagliptina e metformina

na reatividade vascular aos 30 dias de tratamento

Vildagliptina  Vildagliptina Metformina Metformina

Reatividade microvascular (n=19) (n=19) (n=19) (n=19)
Dia 0 Dia 30 Dia 0 Dia 30
DCF em repouso (cap/mm?) 24,1 £ 15,7 32 +14,7 34,7+20,3 43,6+16,3
DCF durante &
HRPO(cap/mm?) 20,8 £ 14,7 28,97 +13,0 324+194 45,8+16,0

Dados expressos em médiat+desvio padrao (DP)
Legendas: DCF — densidade capilar funcional, DCF durante HRPO — densidade capilar funcional durante
hiperemia reativa, & - Comparagaointergrupo (¥P<0,05)

Fonte: A autora, 2018.

5.3.2 — Reatividade vascular apds sobrecarga lipidica (efeitos agudos)

Ao avaliarmos a reatividade vascular no periodo PP, observamos que a metformina
apresentou maior intercepto para DCF durante a HRPO quando comparada a vildagliptina
(tabela 3), sugerindo aspectos benéficos da metformina durante o recrutamento capilar,
mesmo apoOs a ingestdo de uma refei¢do rica em gordura. A avaliagdo intragrupo ndo mostrou

diferencas estatisticas.

Tabela 3 - Efeitos da vildagliptina e metformina na reatividade vascular aferida por apos a

ingestdo de refeicdo rica em lipideos em pacientes com DM2 virgens de tratamento

. . Vildagliptina Vlldaﬁllptma Metformina Metf(lrmlna

Reatividade hd (n=19) _ (n=19)
. (n=19) . (n=19) .
microvascular Pos Pos
Basal Basal
tratamento tratamento

DCF 24,4413 334412,6  36,1+16,2 43,114,4
EmI’CPOUSOintercepto
DCF 23413,9 201+138 38,7196  45,1+14,5%
DuranteHRPOintercepto ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Dados expressos em médiat+desvio padrao (DP)

Legendas:DCF em repouso intercepto — intercepto da densidade capilar funcional em repouso, DCF durante
HRPOintercepto —intercepto da densidade capilar funcional durante hiperemia reativa, & - Comparacao
intergrupo (4P<0,05)

Fonte: A autora, 2018.
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Em relagdo a vasomotricidade testada, a avaliagao basal ndo demonstrou diferenca

entre os grupos (tabela 4):

Tabela 4 — Comparagdo da vasomotricidade por laser-doppler fluxometria entre os grupos

Vildagliptina e Metformina ao inicio do recrutamento e durante o periodo pos-

prandial

TEMPO (min)
Microfluxo nao nutritivo

Basal 30 60 120 180
Valor médio (unid)
METpré-tratamento 12,8 11,4 11,3 10,7 108
[7,8-16,3] [7,8-14,2] [8,1-15,8] [7,4-16,6] [7,6-17,9]
VILpré-tratamento 13.2 13.2 12.6 12 12
[7,2-19.4]  [6,1-20,3] [6,2-16,5] [6,5-16] [5,9-17]
Média Total (unid)
METpré-tratamento 0,15 0,16 0,15 0,17 0,17
[091'0,5] [091'0,2] [091'092] [0,1'0,2] [031'0,2]
VILpré-tratamento 0,1 0,2 0,16 0,16 0,16
[091'0,2] [091'0,3] [091'093] [0,1'0,4] [031'0,2]
Vasomotricidade microvascular
Intervalo total de freqiiéncia (Hz)
30,10 32,05 31,19 33,90 33,96
METpré-tratamento [0,17- [0,16- [0,16-41,47] [0,23-48,92] [0,16-
100,4] 42,66] 50,17]
VILpré-tratamento 0,14 0,16 0,16 0,16 0,16
[0,09-0,24] [0,08-0,29] [0,09-0,27] [0,07-0,45] [0,07-0,25]
Endotelial
4 39 4,26 3,72 3,38
METpré-tratamento [2,1-10,54] [2,4-6,9] [2,52-9,44] [2,51-7,12] [2,21-
7,10]
VILpré-tratamento 4,1 3,98 4,32 3,48 3,63
2,47-7,92] [2,11-7,0] [1,98-8,62] [2,0-7,36] [2,46-
7,38]
Simpatico
3,17 3,13 3,73 34 3,26
METpré-tratamento [1,6-4,92] [2,0-5,39] [1,46-4,95] [2,35-6,48] [2,25-
5,24]
VILpré-tratamento 3,71 3,35 3,54 3,47 3,74
[2,14-5,80] [1,99-5,90] [1,92-9,35] [2,0-9,97] [2,0-8,40]
Miogénico
METpré-tratamento 2,14 2,05 2,03 2,11 2,07
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[1,69-3,57] [1,63-2,53] [1,73-2,63] [1,97-2,89] [1,68-
2,96]
VILpré-tratamento 2,54 2,19 2,35 2,25 2,26
[1,21-3,20] [1,73-2,90] [1,36-3,24] [1,35-3,31] [1,92-
2,92]
Respiratorio
1,37 1,33 1,28 1,33 1,31
METpré-tratamento [0,73-1,53] [0,99-1,99] [1,14-1,51] [1,0-1,53] [1,12-
1,49]
VILpré-tratamento 1,175 1,23 1,255 1,275 1,315
[0,69-1,46] [1,0-1,51] [0,73-1,49] [0,67-1,5] [0,9-1,45]
Cardiaco
0,72 0,75 0,71 0,71 0,74
METpré-tratamento  [0,61-0,81] [0,66-1,48]  [0,64-0,82] [0,63-0,84] [0,63-
0,84]
VILpré-tratamento 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
[0,59-0,81] [0,59-0,81] [0,52-0,98] [0,50-0,79] [0,55-
0,80]

Dados expressos como média+ desvio padrido (DP)
Legendas:MET — Grupo Metformina; VIL — Grupo Vildagliptina, & - analise intergrupo ( ¥P<0,05; ¥4P<0,01;

&&&p<(,001)
Fonte: A autora, 2018.

Apdés o

tratamento,avildagliptina

apresentou melhores

valores

médios

de

vasomotricidade durante quase todo o periodo do teste (de 30 a 180 minutos), além de
apresentar um maior intervalo de frequéncia total no final do periodo pos-prandial (180
minutos), sugerindo um melhor efeito dessa droga sobre a vasomotricidade quando
comparada a metformina. Ao subdividir os cinco componentes da vasomotricidadendo

observamos diferengas entre os dois grupos (tabela 5).
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Tabela 5 — Comparagdo da vasomotricidade por laser-doppler fluxometria entre os grupos

Vildagliptina ¢ Metformina durante o periodo pos-prandial

TEMPO (min)

Microfluxo nao nutritivo

Basal 30 60 120 180
Valor médio (unid)
METpés-tratamento 12 10,2 10,1 10 10,4
[5,9-15,7] [5,7-12,3] [5,4-13,2] [5,5-11] [5,6-16]
VILpos- 13,1 12,3 12 114 10.9
tratamento [8,5-2] [7,8-18,4]% [7,5-18]& [5,7-18]& [5.6-17.7]
Média Total (unid)
METpés-tratamento 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
[0,1-0,3] [0,1-0,3] [0,1-0,3] [0,07-0,20] [0,07-0,24]
VILpos- 0,1 0,1 0,1 0,14 0,1
tratamento [0,1-0,3] [0,1-0,3] [0,1-0,3] [0,06-0,24]¢  [0,1-0,2]
Vasomotricidade microvascular
Intervalo total de frequéncia (Hz)
METpés-tratamento 32,39 27,26 25,75 23,26 22.20
[14,25-65,26] [12,9- [13,05- [14,21-39,94]  [15.21-
67,24] 66,37] 48.65]
VILpo6s- 29,97 33,11 30,56 30,04 31,28
tratamento [20,57-59,70] [18,63- [19,10- [5,55-48,69] [16,42-
54,28] 52,55] 50,02]%
Endotelial
METpés-tratamento 4,22 3,74 3.9 4,09 4,39
[2,19-7,71] [2,1- [2,51-8,84] [2,48-6,99] [1,82-
6,42] 8,62]
VILpos- 4,69 3,86 5,26 4,95 4,78
tratamento [3,12-7,64] [2,20- [2,0-9,0] [2,64-8,93] [2,42-
10,90] 7,42]
Simpatico
METpés-tratamento 3,76 3,66 3,74 3,73 4,0
[2,17-4,92] [2,38- [2,32-5,34] [2,39-5,58] [2,1-5,47]
6,14]
VILpos- 3,66 3,86 3.87 4,47 3,89
tratamento [1,85-5,31] [1,85- [1,76-9,35] [2,08-9,97] [2,12-
6,08] 8,40]
Miogénico
METpés-tratamento 2,28 2,28 2,19 2,26 2,21
[1,65-3,54] [1,7-3,5] [1,62-2,86] [1,64-3,69] [1,78-
3,78]
VILpos- 2,62 2,27 2,19 2,29 2,07
tratamento [1,75-4,11] [1,70- [1,79-3,24] [1,74-4,20] [1,69-
3,50] 3,85]
Respiratorio
METpés-tratamento 1,26 1,28 1,33 1,29 1,16
[1,07-1,5] [1,08- [1,04-1,51] [1,04-1,51] [1,03-
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1,58] 1,52]
VILpos- 1,17 1,205 1,23 1,14 1,24
tratamento [0,89-1,45] [0,82- [0,8-1,79] [0,10-1,49] [0,91-
1,52] 1,47]
Cardiaco
METpés-tratamento 0,69 0,70 0,71 0,69 0,69
[0,54-0,84] [0,64- [0,64-0,81] [0,62-0,79] [0,61-
0,81] 0,80]
VILpos- 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
tratamento [0,59-0,81] [0,59- [0,52-0,98] [0,50-0,79] [0,55-
0,81] 0,80]

Dados expressos como media + desvio padrdo (DP)
Legendas:MET — Grupo Metformina; VIL — Grupo Vildagliptina, & - Analise intergrupo( ¥P<0,05; ¥¢P<0,01;
&&&p<() 001)

Fonte: A autora, 2018.

Por fim, ao investigarmos as mudancas intragrupo, observamos que o uso da
vildagliptina preserva a vasomotricidade em relacdo aos valores basais e isso, na realidade,
demonstra que o uso dessa droga ndo alterou a vasomotricidade microvascular; enquanto que,
a metformina apresentou valores médios mais baixos (P <0,05) ao longo do periodo PP, o que
foi mais relevante ao final desse periodo, da seguinte forma: 30 minutos (11,4 [7,8-14,2] vs
10,2 [5,7-12,3] Hz; P=0,03), 60 minutos (11,3 [8,1-15,8] vs.10,1 [5,4-13,2] Hz; P = 0,04) ¢
120 minutos (10,7 [7,4-16,6] vs.10 [5,5-11,0] Hz; P=0,04). Comparando antes e apos o
tratamento, a metformina também promoveu uma reducao nos valores totais médios (P <0,05)
aos 120 minutos (0,17 [0,1-0,24] vs 0,12 [0,07-0,2] Hz; P=0,0007) ¢ 180 minutos (0,17 [0,09-
0,25] vs 2,0 [0,07-0,24] Hz; P=0,014).Podemos observar essas mudangas nas tabelas 6 e 7.



53

Tabela 6 - Efeitos da vildagliptina sobre a vasomotricidade durante o periodo pés-prandial

apos ingestao de refei¢do rica em lipideos em pacientes DM2 virgens de tratamento

TEMPO (min)

Microfluxo nao nutritivo

Basal 30 60 120 180
Valor médio (unid)
VIL pré-
tratamento 13,2 13,2 12,6 12 12
[7,2-19,4] [6,1-20,3] [6,2-16,5] [6,5-16] [5,9-17]
VILpés- 13,1 12,3 12 114 10,9
tratamento [8,5-2] [7,8-18,4] [7,5-18] [5,7-18] [5,6-17,7]
Média Total (unid)
VIL pré-
tratamento 0,14 0,2 0,2 0,2 0,2
[091'092] [0,1'0,3] [071'093] [071'074] [0’1'072]
VILpés- 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
tratamento [091'093] [0,1'0,3] [071'093] [071'072] [0’1'072]
Vasomotricidade microvascular
Intervalo total de freqiiéncia (Hz)
VIL pré- 33,45 32,71 32,96 33,39
tratamento 29,31 [15,95- [17,47- [14,96- [15,03-
[7,63-49,25] 58,56] 55,36] 91,81] 52,02]
VILpés- 29,97 33,11 30,56 30,04 31,28
tratamento [20,57- [18,63- [19,10- [5,55- [16,42-
59,70] 54,28] 52,55] 48,69] 50,02]
Endotelial
VIL pré- 4,1 3,98 4,32 3,48 3,63
tratamento 2,47-7,92] 2,11-7,0] [1,98-8,62] [2,0-7,36] [2,46-7,38]
VILpos- 4,69 3,86 5,26 4,95 4,78
tratamento [3,12-7,64] [2,20-10,90] [2,0-9,0] [2,64-8,93] [2,42-7,42]
Simpatico
VIL pré- 3,71 3,35 3,54 3.47 3,74
tratamento [2,14-5,80] [1,99-5,90] [1,92-9,35] [2,0-9,97] [2,0-8,40]
VILpés- 3,66 3,86 3,87 4,47 3,89
tratamento [1,85-5,31] [1,85-6,08] [1,76-9,35] [2,08-9.97] [2,12-8,40]
Miogénico
VIL pré- 2,54 2,19 2,35 2,25 2,26
tratamento [1,21-3,20] [1,73-2,90] [1,36-3,24] [1,35-3,31] [1,92-2,92]
VILpos- 2,62 2,27 2,19 2,29 2,07
tratamento [1,75-4,11] [1,70-3,50] [1,79-3,24] [1,74-4,20] [1,69-3,85]
Respiratorio
VIL pré- 1,17 1,23 1,25 1,27 1,31
tratamento [0,69-1,46] [1,0-1,51] [0,73-1,49] [0,67-1,5] [0,9-1,45]
VILpés- 1,17 1,20 1,23 1,14 1,24
tratamento [0,89-1,45] [0,82-1,52] [0,8-1,79] [0,10-1,49] [0,91-1,47]

Cardiaco
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VIL pré- 0,71 0,74 0,71 0,72 0,71
tratamento [0,61-0,80] [0,63-1,42] [0,53-0,83] [0,50-0,78]  [0,55-0,78]
VILpés- 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
tratamento [0,59-0,81] [0,59-0,81] [0,52-0,98] [0,50-0,79]  [0,55-0,80]

Dados expressos como média+ desvio padrdo (DP)
Legendas: VIL — Grupo Vildagliptina, & - (Analise intergrupo: ¥P<0,05; ¥¥P<0,01; ¥%4P<0,001)
Fonte: A autora, 2018.
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Tabela 7 - Efeitos da metformina sobre a vasomotricidade durante o periodo pos-prandial

apods ingestao de refeigdo rica em lipideos em pacientes DM2 virgens de tratamento

TEMPO (min)
Microfluxo nao nutritivo
Basal 30 60 120 180
Valor médio (unid)
MET pré- 12,8 114 11,3 10,7 10,8
tratamento [7,8-16,3] [7,8-14,2] [8,1-15,8] [7,4- [7,6-17,9]
16,6]
MET pos- 12 10,2 10,1 10 104
tratamento [5,9-15,7] [5,7-12,3]" [5,4-13,2]"  [5,5-11]" [5,6-16]
Média Total (unid)
MET pré-tratamento 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2
[0,1-0,5] [0,1-0,2] [0,1-0,2] [0,1-0,2] [0,1-0,2]
MET pés- 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
tratamento [0,1-0,3] [0,1-0,3] [0,1-0,3] [0,1-0,2]" [0,1-0,2]"
Vasomotricidade microvascular
Intervalo total de freqiiéncia (Hz)
MET pré- 30,10 32,05 31,19 33,90 33,96
tratamento [0,17-100,4] [0,16-42,6] [0,16-41,4] [0,23-48,9] [0,16-
5,17]
MET pés- 32,39 27,26 25,75 23,26 22,20
tratamento [14,2-65,2] [12,9-67,2] [13,05- [14,2- [15,21-
66,3] 39,91 48,6]
Endotelial
MET pré- 4 3,9 4,26 3,72 3,38
tratamento [2,1-10,54] [2,4-6,9] [2,52-9,44] [2,51- [2,21-
7,12] 7,10]
MET poés- 4,22 3,74 3,9 4,09 4,39
tratamento [2,19-7,71] [2,1-6,42] [2,51-8,84] [2,48- [1,82-
6,99] 8,62]
Simpatico
MET pré- 3,17 3,13 3,73 34 3,26
tratamento [1,6-4,92] [2,0-5,39] [1,46-4,95] [2,35- [2,25-
6,48 5,24]
MET pos- 3,76 3,66 3,74 3,73 4,0
tratamento [2,17-4,92] [2,38-6,14]  [2,32-5,34] [2,39- [2,1-5,47]
5,58]
Miogénico
MET pré- 2,14 2,05 2,03 2,11 2,07
tratamento [1,69-3,57] [1,63-2,53] [1,73-2,63] [1,97- [1,68-
2,89] 2,96]
MET poés- 2,28 2,28 2,19 2,26 2,21
tratamento [1,65-3,54] [1,7-3,5] [1,62-2,86] [1,64- [1,78-
3,69] 3,78]
Respiratorio
MET pré- 1,37 1,33 1,28 1,33 1,31
tratamento [0,73-1,53] [0,99-1,99] [1,14-1,51] [1,0-1,53] [1,12-



56

1,49]
MET poés- 1,26 1,28 1,33 1,29 1,16
tratamento [1,07-1,5] [1,08-1,58] [1,04-1,51] [1,04- [1,03-
1,51] 1,52]
Cardiaco
MET pré- 0,72 0,75 0,71 0,71 0,74
tratamento [0,61-0,81] [0,66-1,48] [0,64-0,82] [0,63- [0,63-
0,84] 0,84]
MET pés- 0,69 0,70 0,71 0,69 0,69
tratamento [0,54-0,84] [0,64-0,81] [0,64-0,81] [0,62- [0,61-
0,79] 0,80]

Dados expressos como media + desvio padrdo (DP)

Legendas:MET — Grupo Metformina, & - (Analise intergrupo: P<0,05; ¥4P<0,01; £44P<0,001)
Fonte: A autora, 2018.

5.5 — Perfil lipidico e glicemico, marcadores inflamatérios e peptideos intestinais

5.5.1 — Perfil lipidico e glicémico, marcadores inflamatorios e peptideos intestinais em estado

basal ap0s trinta dias de tratamento (efeitos crénicos)

A tabela 8 descreve os achados em relacdo as variaveis descritas acima. E possivel

observar que apds 30 dias de tratamento, os niveis de GLP1 elevaram-se de forma

significativa no grupo Vildagliptina ao ser comparado ao grupo Metformina (P=0,03).

Em relagdo a avaliacdo intragrupo, a vildagliptinafoi capaz de promover uma reducao

nos niveis de insulina (P=0,008), peptideo C (P=0,05) e LDLox (P=0,02); bem como um

aumento nos niveis de adiponectina (P=0,04) e GLP1 (P=0,009). Por sua vez, o grupo

metformina apresentou redu¢do no peso corporal (P=0,03), glicemia de jejum (P=0,0005), CT
(P=0,02), HDLc (P=0,03), LDLc (P=0,01), bem como uma redu¢do na atividade da enzima
DPP4 (P=0,03). Além disso, esse grupo apresentou maiores niveis de TNFalfa (P=0,008).
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Tabela 8- Efeitos da Vildagliptina e Metformina sobre o perfil lipidico, marcadores

inflamatorios e peptideos intestinais apos trinta dias de tratamento medicamentoso

(anélises inter e intragrupo)

Variaveis Vildagliptina  Vildagliptina  Metformina  Metformina
(n=19) (n=19) (n=19) (n=19)
basal dia 30 basal dia 30
Idade (anos) 39,0+£5.3 39,0+£5.3 39,7+£7,7 39,7+£7,7
Peso (kg) 94,9+14,0 95,0+14,1 99,5+16,1 98,6+15,7"
IMC (Kg/m?) 36,0+3,9 35,6+4,1 38,4+6,1 37,2+5,9
Circ. da cintura(cm) 105,5+10,5 - 106,5+12,0 -
Circ. do quadril (cm) 116,1+8,9 - 122,6£11,9 -
Relac¢aocintura/quadril 0,91+0,1 - 0,8+0,1 -
PAS (mmHg) 125,7+11,9 122,2+12,4 129,1+18.,4 122,3+1
PAD (mmHg) 75,5+£13,4 72,2493 75,8+10,3 73,7+8.2
FC(bpm) 75,6£12,6 69,8+10,4 70,1+12,9 73,1£10,8
Percentual de gordura (%) 39,539 39,3+£3.8 41,1+4,2 41,3+3,5
Massa magra (%) 60,4+6,4 60,6+3,8 59,2+6,1 58,6+3,5
Insulina (mIU/L) 1,7+0,9 1,4+0,7" 1,9+1,1 1,5+0,8
Glicose (mg/dL) 200,2+95.0 193,0 +£ 109 190,2+7 153,6 +
61,1
HbAlc (%) 8,0+£1,7 7,3+1,5 7,8+2,0 72+25
CT (mg/dL) 183,9+36,7 182,1 £41,2 198,0+37,8 187,8 +
28,2°
TG (mg/dL) 161,0+£79,8 1484 + 83,3 141,2+78,6 1539+ 72,7
HDL - ¢ (mg/dL) 43,0+8,1 44,1 £9,3 46,7+11,2 44,3 £9,6"
LDL - ¢ (mg/dL) 108,6+£26,2 105,6 £23,2 112,9+25.8 112,6 +
22,5°
VLDL - ¢ (mg/dL) 32,2+15,9 26,4+9,5 28,2+15,7 30,8 + 14,5
PCR (mg/dL) 1,1+1,3 0,8+0,7 0,9+0,6 0,7+0,4
Peptideo C (ng/mL) 1,7+£0,9 1,6 £0,7° 1,7+0,9 1,5+0,5
Grelina (pg/mL) 45,5+19,8 473 +23.2 44,3+26,9 452 +333
GIP (pg/mL) 24,3+14,6 20,4 £ 13,6 20,2+12,2 23,6 £17,6
GLP-1 (pM/L)) 1,1+1,0 3,6+3,6%*" 0,9+0,6 1,4+1,3
Leptina (pg/mL) 21880+19430 21460 £ 25350+13330 26250 +
18257 14426
Glucagon (pg/mL) 23,4+20,6 29,0 + 26,4 31,4+£53,4 30,8 £ 46,9
Adiponectina (ng/mL) 11950+11540 15107 = 11590+6151 12212 +
18173" 6723
Resistina (ng/mL) 34,0+11,4 36,5+ 13,8 36,0+18,7 35,9 +20,0
PP (pg/mL) 30,1+£24,1 35,0+ 34,4 33,2+34,8 29,7 +£29.4
PYY (pg/mL) 39,2421,7 36,5+ 29,4 38,7+36,8 49,5+314
IL-6 (pg/mL) 2,1+1,3 2,01+ 1,21 3,43+4.0 2,6+25
LDLox (U/L) 74,8+31,3  67,3+29,1° 62,1+16,8 62,5+20,0
NEFA (mmol/L) 0,6+0,2 0,6 £0,2 0,6+0,2 0,6 +0,1
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TNF-a (pg/mL) 0,5+0,6 0,4+0.4 0,3+0,9 0,7+1,1*"
Endotelina (pg/mL) 1,6£0,5 1,4+£0,3 1,6£0,5 1,6 £0,5
atvDPP4 (uM/mL/min) 9,3+3,5 8,0+34 9,6+3,7 909 + 3,5"
Isoprostanos urinarios 283,2+299.8 233,4+122,3 214,2+123,9  223,9+78.5

(pg/Mmol/gr/creatinina)

Dados expressos em médiat+desvio padrao (DP)

* Avaliacdo intragrupo: * P<0,05; ** P<0,01; P< 0,001

&Avaliagdo intergrupo: ¥P<0,05; ¥¥P<0,01; ¥%4P<0,001

Legendas: IMC-indice de massa corporal, PAS — pressdo arterial sistolica, PAD — pressdo arterial diastolica,
PAM — pressao arterial média, FC — freqiiéncia cardiaca, HBalc — hemoglobina glicosilada, CT —
colesterol total, TG — triglicerideos, HDLc — lipoproteina de alta densidade, LDLc — lipoproteina de
baixa densidade, VLDLc — lipoproteina de muita baixa densidade, GIP — polipeptideoinsulinotropico
glicose-dependente,GLP1 - peptideo glucagon simile-1, PP — polipeptideo pancreético, PYY —
peptideo Y'Y, IL6 — interleucina 6, LDLox — lipoproteina de baixa densidade oxidada, NEFA — acido
graxo ndo esterificado, DPP4act — atividade da enzima dipeptidyl peptidase 4.

Fonte: A autora, 2018.

5.5.2 — Perfil lipidico e glicémico, marcadores inflamatorios e peptideos intestinais apds

sobrecarga lipidica (efeitos agudos)

Os slopes calculados para cada variavel ndo demonstraram qualquer diferenca entre os
grupos. Entretanto, ao calcularmos o intercepto para cada varidavel durante a sobrecarga
lipidica, observamos que o grupo Vildagliptina apresentou niveis mais altos de GLP-1
(P=0,0017) e 1IL-6 (P<0,0001), enquanto a metformina apresentou maior intercepto para a
leptina (P=0,04).

A comparagdo intragrupo por sua vez, demonstrou que a vildagliptina aumentou de
forma significativa o intercepto da insulina (P=0,0002), GLP1 (P=0,01), polipeptideo
pancreatico (P=0,0002) e leptina (P=0,003) e ainda, reduziu a atividade da enzima DPP4
(P=0,0002). Nao observamos mudancas glicémicas no grupo Vildagliptina ao passo que o
grupo Metformina apresentou reducdo no intercepto para a glicemia(P=0,003) sem mudangas
nas demais varidveis. As alteragdes intergrupo e intragrupo podem ser avaliadas através da

tabela 9 a seguir.
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Tabela 9 - Efeitos da Vildagliptina e Metformina sobre o perfil lipidico, marcadores

inflamatorios e peptideos intestinais apos ingestdo de refei¢ao hiperlipidica

Vildagliptina  Vildagliptina  Metformina  Metformina

(n=19) (n=19) (n=19) (n=19)

Basal Pos-tratamento Basal Pos-tratamento
Glicoseintercepto 226,84+93,0 216,3£109,2 213,8+80,0  175,3+61,6%**
Insulinaintercepto 47,8+476,7 1034+636,1***  1001£526,2 993,5+415,7
CTintercepto 180,3+36,8 177,2+40,4 188,5+35,6 184,7+27,5
TGintercepto 157,4+75,5 146,2+80,4 135,9+74,4 144,7+67,5
HDL-Cintercepto 41,748.5 42,949,5 44,14+10,9 43,4+9,5
LDL-cCintercepto 107+26,9 102,1£22,1 116,8+23,3 112,1£21,6
VLDL-Cintercepto 30,9+16,1 26,0+£8,9 27,3+15,1 29,2+13.,6
Peptideo Cintercepto 2248+1112 2179+1211 18234942.6 2018+624,2
Grelinaintercepto 81,0+124,1 48,4+22.0 44,9+26,5 45,6+37,2
GIPintercepto 46,0+24,3 64,8+35,3 52,2+34.9 55,4+37,0
GLP-lintercepto 2,5+1,8 5,3+4,0%* 2,1+1,08 2,241,6%%&
Glucagonintercepto 15,3+28.4 26,5+£25,2 29,0+43,5 28,0+40,4
PPintercepto 31,2+32,5 123,2+67,5%** 92,6+63,1 103,7+69,4
PY Yintercepto 43,1+20,4 45,1+26,1 42,6+32,3 47,2+33,0
LDLoxintercepto 44,5+59.4 72,1+£31,0 61,5+17,8 61,3+21,4
NEF Aintercepto 0,4+0,3 0,6+0,2 0,6+0,1 0,6+0,1
Leptingimercepto 429310864  1OTO2EITBB6%F 50304113806 25268+14088¢
Adiponectinaintercepto  15337£33018 15588+21886 12322+5965 1165946343
Resistinaintercepto 19,6+30,0 34,6+11 35,7+19,6 34,5+19,1
IL-6intercepto 1,942,6 31,5+22.8 3,34+4,0 2,4+2,6%&&
Endotelinaintercepto 1,5+1,3 1,6£0.5 1,6£0.5 1,6£0.5
atvDPP4intercepto 10,2+3 .4 7,5+2,9%%* 9,5+£3,5 9,1£3,6

Dados expressos em média+desvio padrao (DP)
* Avaliacdo intragrupo: * P<0,05; ** P<0,01; P< 0,001
&Avaliagdo intergrupo: & P<0,05; & P<0,01; #44P<0,001

Legendas:CT — colesterol total, TG — triglicerideos, HDLc — lipoproteina de alta densidade, LDLc — lipoproteina
de baixa densidade, VLDLc — lipoproteina de muita baixa densidade, GIP —
polipeptideoinsulinotropico glicose-dependenteGLP1 - peptideo glucagon simile-1, PP —
polipeptideo pancredtico, PYY — peptideo Y'Y, IL6 — interleucina 6, LDLox — lipoproteina de baixa
densidade oxidada, NEFA — 4cido graxo ndo esterificado, atvDPP4 — atividade da enzima dipeptidyl

peptidase 4.
Fonte: A autora, 2018.
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5.6 — Eventos adversos

Todas as pacientes fizeram uso das medicagdes de forma regular conforme orientagao
médica e com boa aceitagdo. Ocorreram poucos relatos de intolerancia ao tratamento, com
predominio de queixas gastrointestinais em sua totalidade. Nao houve relato de eventos
adversos graves durante toda a pesquisa.Nao houve qualquer diferenca nos eventos adversos
entre 0s grupos.

A tabela 10 demonstra a incidéncia de eventos adversos leves relatados pelas pacientes

durante o estudo.

Tabela 10- Efeitos colaterais relatados durante o estudo

Grupo Vildagliptina n (%) Metformina n (%)
Néauseas 2(5,12) 2(5,12)
Vomitos 0(0) 0(0)
Diarreia 1(2,56) 3(7,69)
Constipagdo 2(5,12) 0 (0)
Plenitude Gastrica 0 (0) 1(2,56)

Dor abdominal 0(0) 1(2,56)
Total 5(12,82) 7 (17,94)

Fonte: A autora, 2018.
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6 — DISCUSSAO

Duas principais caracteristicas na fisiopatologia da aterosclerose estdo intimamente
relacionadas as complicagdes do diabetes: disfun¢do endotelial e inflamacdo de baixo
grau(74). A microcirculagdo ¢ o segmento mais importante do sistema cardiovascular, uma
vez que ¢ responsavel pela regulagdo da perfusdo tecidual, otimiza¢do do fornecimento de
oxigénio e nutrientes, remocao das excretas celulares (75), bem como regulagdo da pressao
hidrostatica dos capilares, evitando flutuagdes da pressao intraluminal e consequentemente,
regulacdo da resisténcia vascularperiférica(76).

O endotélio ¢ uma camada unica de células que reveste a parede interna dos vasos
sanguineos e linfaticos, ocupando uma area de superficie aproximada de 1 a 7 m?, estando
acoplada estrutural e funcionalmente a camada muscular lisa vascular(77).Estruturalmente ¢
bastante heterogéneo sob os seguintes aspectos: formato das células endoteliais, espaco entre
elas, bem como a continuidade da camada formada. Estes fatores dependem da topografia do
vaso sanguineo, da velocidade e pressdo do fluxo sanguineo a que estdo submetidas e dos
eventos funcionais daquele determinado leito(78). Dependendo do tecido e da demanda, a
densidade capilar funcional (DCF), ou seja, o nimero de microvasos compreendidos em
determinada area de tecido ¢ maior ou menor e a este processo de aumento da DCF demanda-
dependente da-se o nome de recrutamento capilar(79).

A microcirculacdo compreende o territorio vascular que engloba vasos com didmetro
menor que 100 um e que inclui vénulas, capilares e arteriolas; sendo atualmente reconhecido
como um fator envolvido na homeostase da glicose(80). Sabemos que a obesidade prejudica
precocemente a reatividade vascular em criangas(22), adolescentes(81) e em mulheres jovens
obesas (82). A enzima DPP4 por sua vez, estd presente nas células endoteliais, sobretudo no
sitio microcirculatdrio(82). Em comparagdo aos demais tecidos, estudos in vitro demonstram
que sua atividade e expressao elevam-se de forma substancial durante a infusdo de glicose
apenas nestas cé€lulasendoteliais(83), fornecendo uma justificativa para o uso de inibidores de
DPP4 para protegé-las dos efeitos prejudiciais da hiperglicemia tanto ao nivel

microcirculatorio(84) quanto macrocirculatério(85-87).
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6.1 — Os efeitos distintos promovidos pela vildagliptina e metformina sobre a funcao

endotelial em estado basal

\

O achado principal observado em nosso estudo, relaciona-se a melhora da
vasodilatacdo-endotélio dependente e —independenteapds somente 30 dias de terapia com
vildagliptinaem relagdo a metformina. Em contrapartida, a reatividade microvasculardo tecido
cutaneo foi marcadamente melhor no grupo tratado com metformina, representada por um
melhor recrutamento capilar ao final do tratamento. Tal fato pode sugerir que mecanismos
regulatorios distintos e sitio-especificos atuariam nesses vasos testados e seriam de forma
distinta influenciados pelo uso das drogas testadas. Outro ponto importante a ser considerado,
¢ o fato de que os achados descritos acima sdo independentes ao efeito antihiperglicemiante
esperado pelo uso da vildagliptina, refor¢cando o conceito de que as modificagdes vasculares
provocadas pela medicagdo seriam independentes ao seu efeito glicémico.

A disfuncao endotelial parece ser um fenomeno sistémico, que afeta tanto os vasos de
resisténcia quanto os vasos de condugdo (88). Dados recentes, sugerem que a disfuncdo
endotelial coronariana é capaz de predizer a progressao da doenga aterosclerdtica em longo
prazo, assim como os eventos cardiovasculares (89), existindo correlagdo entre a resposta
vasomotora observavel no fluxo sanguineo do antebrago (vasos de resisténcia) e das artérias
corondrias (vasos de conducdo)(90). Portanto, o leito vascular do antebraco pode ser usado
como uma ferramenta indiretapara avaliar a fun¢do sistémica endotelial, incluindo as artérias
coronarias (88).

Dessa forma, nossos dados sugerem que em pacientes com DM2virgens de tratamento
e portadores de obesidade, o uso de um inibidor de DPP4 por apenas 30 dias, especificamente
a vildagliptina, resultou em uma fungdo vascularamplificada ao estimulo. Tal fato nos permite
inferir que essa melhor resposta do vaso a vildagliptina se expressa em outros leitos
vasculares que tenham mecanismos regulatdrios semelhantes aos dos vasos aqui testados,
possivelmente em leitos vasculares de 6rgdos-alvo como o corondrio. Embora dados presentes
na literatura mostrem beneficios semelhantes sobre essas varidveis com o uso da
metformina(91;92), nosso estudo originalmente ndo observa esses achados com o uso deste
medicamento e possivelmente esse achado pode ser explicado pelo curto periodo (30 dias)
aqui empregado.

Um aspecto a ser considerado ao analisar nossos resultados, ¢ a resposta distinta

promovida pelas drogas de acordo com o calibre do vaso sanguineo testado. O receptor do
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GLP1 (GLP-1R) ¢ um receptor acoplado a proteina G expresso em intimeros Orgaos;
incluindo os vasos sanguineos e o coragao(93). Numerosos estudos demonstram os efeitos do
GLP-1 na pressao arterial, frequéncia cardiaca, coagulabilidade, inflamacdo e funcao
endotelial(94). Sua ativacdo possui também efeitos pleiotropicos no sistema cardiovascular,
aumentando a fosforilagdo da eNOS(95), além de também proteger os microvasos cardiacos
contra o estresse oxidativo, apoptose e disfungdo da barreira microvascular provocada pela
hiperglicemia. Todos esses efeitos podem contribuir para a melhora da fungdo
cardiacaobservada (96).

Sabemos ainda, que o GLPI também ¢ capaz de exercer seus efeitos ndo apenas
através da produgdo de NO pelas células endoteliais(94;97), mas também através da acao
direta na vasculatura das células do musculo liso (98). Eriksson e colaboradores corroboram
esta hipotese, mostrando um efeito vasodilatador do GLPI nas artérias femorais ex vivo,
mesmo com inibicdo da eNOS e retirada do endotélio(93). GLP1 também teria a capacidade
de inibir a proliferacdo das células musculares lisas(99), bem como reduzir a hiperplasia
intimal(100). Esses achados observados previamente nos auxiliam no entendimento das
respostas de curtissimo prazo observadas com o uso da vildagliptina e, além disso,
possivelmente corroboram nossas observagdesem relagdo as respostas amplificadas tanto na
camada endotelial quanto na camada muscular dos vasos testados pela técnica da POV.

Acredita-se por sua vez, que a metformina exerca seus efeitos farmacoldgicos através
da ativacdo do complexo AMPkinase (AMPK), levando a fosforilacdo da eNOS e liberagado
de NO(101;102). Parece também, aumentar a sinaliza¢gdo mediada pelo EDHFcontribuindo
para a melhora da funcdo endotelial, provavelmente relacionada a uma produgao reduzida de
derivados da via da cicloxigenase(103). Tal fato poderia justificar os achados benéficos
preponderantes na microcirculagdo nutritiva cutinea observada com a metformina. E possivel
que os efeitos de curtissimo prazo ja sdo observados nesse sitio vascular e poderiam estar
relacionados a esses mecanismos regulatorios. Acreditamos, portanto, que os diferentes
resultados encontrados entre os medicamentos possam ser justificados pelos distintos
mecanismos de a¢do sobre cada seguimento vascular.

Apesar dos efeitos positivos relatados acima, os ensaios clinicos disponiveis na
literatura sdo incapazes de demonstrar uma reduc¢do nos desfechos cardiovasculares em
individuos diabéticos que tenham sido submetidos ao uso de inibidores de DPP4. Ao
contrario, o estudo SAVOR-TIMI (Saxagliptin and Cardiovascular Outcomes in Patients
With Type 2 Diabetes Mellitus), onde 16.492 individuos diabéticos e com alto risco

cardiovascular foram acompanhados por dois anos, ndo demonstrou diferenga na incidéncia
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de desfechos primarios, tais como morte por doencga cardiovascular, infarto agudo do
miocardio ou acidente vascular encefalico em individuos tratados com saxagliptina ao serem
comparados com placebo. Paradoxalmente, o estudo também observou uma maior incidéncia
de internacdo por insuficiéncia cardiaca congestiva nao fatal no grupo tratado com
saxagliptina ao ser comparado com o grupo placebo (3,5 x 2,8%, P< 0,007); sendo necessaria
a realizag@o de outros estudos que esclarecessem melhor essa relagdo (104).

O estudo TECOS (Trial Evaluating Cardiovascular Outcomes with Sitagliptin) por
sua vez, avaliou a seguranga cardiovascular da Sitagliptina em individuos portadores de DM2
e doenga cardiovascular documentada. O estudo com duragdo média de trés anos acompanhou
cerca de 14.500 pacientes, ndo sendo observada nenhuma diferenca na incidéncia de eventos
cardiovasculares fatais ou ndo fatais entre os dois grupos avaliados (105). Por fim, uma
metanalise englobando 40 estudos randomizados em que a vildagliptina foi comparada com
outros hipoglicemiantes orais, ndo demonstrou diferenga na incidéncia de complicagdes
cardiovasculares entre os dois grupos (106).

Devemos lembrar que estes estudos foram conduzidos por apenas alguns anos, € em
individuos com alto risco cardiovascular. Além disso, a maioria dos pacientes estavam
recebendo estatinas, agentes antiplaquetarios ou anti-hipertensivos, o que poderia ter
influenciado os resultados encontrados. Nosso estudo por sua vez, foi conduzido em pacientes
com diagnostico recende de diabetes e sem doenca macrovasclar documentada. Apresentando
portanto, um perfil metabolico distinto ao exposto acima. Acreditamos dessa forma, que
estudos que abordem seguranga, bem como redugdo do risco cardiovascular em longo prazo

sejam necessarios, contemplando individuos em todas as faixas de risco cardiovascular.

6.2 — Os efeitos promovidos pela vildagliptina e metformina no periodo pos-prandial

sobre a funciao endotelial e perfil lipidico

Embora os beneficios promovidos pela metformina e os inibidores da DPP4 no
controle glicémico no DM2 ja estejam bem definidos, at¢é o presente momento, nao
encontramos estudos que compararam seus efeitos durante o estado pos-prandial, sobretudo
apos uma refeicao rica em lipidios.

Em nosso estudo, tanto a reatividade vascular quanto a vasomotricidade apos a

sobrecarga lipidica eram semelhantes em ambos os grupos. Entretanto, ao final do estudo a
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metformina promoveu um efeito marcado na microcirculagdo nutritiva cutinea, isto ¢, no
recrutamento capilar; ao passo que a vildagliptina apresentou melhores efeitos na
microcirculacdondo-nutritiva bem como na vasomotricidade.Quando avaliamos os seus
efeitos de forma pareada (andlise intragrupo), observamos neutralidade daresposta da
vasomotricidade no grupo tratado com vildagliptina, enquanto o grupo metformina mostrou
uma diminuicdo na frequéncia de vasomotricidadena microcirculagdo; sugerindo que os
inibidores da DPP4 seriam capazes de atenuar os efeitos deletérios da lipotoxicidade sobre a
vasomotricidade.

Em concordancia com nosso trabalho, alguns estudos avaliaram os efeitos dos agentes
antihiperglicemiantes sobre a microcirculagdo através da LDF, mas nenhum deles analisou
esses efeitos no periodo pds-prandial. Skrha e colaboradores ndo observaram mudangasna
microcirculagdo avaliada pela LDF em individuos diabéticos apos uso de metformina por trés
meses(107). Em contraste, varios estudos foram capazes de demonstrar, através da LDF, uma
melhora na reatividade vascular em individuos diabéticos apos a utilizagdo de inibidores da
DPP4(108;109).

Além do efeito incretinico bem documentado do GLP-1 sobre o controle glicémico,
seu papel no sistema cardiovascular também suscita interesse, embora seu papel fisiologico
sobre esse sistema ainda seja pouco conhecido. Uma possivel explicagdo para sua
importancia, seria considerar GLP-1 como um fator de protecdo enddgeno para o sistema
vascular quando essa defesa ¢ especialmente necessaria: frente ao insulto oxidativo e
metabolicodurante uma refei¢do, em especial hiperlipidica(46).

Em individuos saudaveis, o aumento fisioldgico dos niveis de insulina pds-prandial
reduz o VLDL-c enddgeno e inibe a lipdlise do tecido adiposo, através da ativacao da
lipoproteina-lipase. Pacientes com DM2, por sua vez, possuem TG mais elevados em jejum,
niveis mais baixos de HDL-c, bem como maior acimulo de LDL-c que ¢ mais facilmente
oxidado(82). Apos a ingestdo de uma refeicdo rica em lipidios, pacientes com obesidade e
DM?2 apresentam elevacdo exagerada e prolongada dos triglicerideos e dos marcadores
inflamatorios (110), atingindo um pico pds-prandial apds 4 horas e permanecendo elevados
at¢é 8 horas; predispondo alteragdes no metabolismo lipidico com tendéncia ao
desenvolvimento daaterosclerose(80;111).

Nesse processo, classificado como lipotoxicidade alimentar, as células endoteliais sdo
particularmente suscetiveis, havendo um significativo processamento das lipoproteinas e da
sua interacdo com lipases hidroliticas, bem como sua exposi¢do constante aos acidos graxos e

colesterol no plasma(82;83). Estudos com modelos animais, mostram que acidos graxos
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saturados e dietas enriquecidas com colesterol aumentam aperoxidacao lipidica (87), alteram
os fosfolipidos das membranas celulares(112), causam disfun¢do mitocondrial e deflagram as
vias apoptoticas(57). Em individuos com sindrome metabolica, bem como naqueles
saudaveis, o jejum prolongado e ostriglicerideos pds-prandial foram relacionados ao aumento
da espessura da mediointimal nas car6tidas(98), além de provocar prejuizo a vasodilatagao
endotélio-dependente da artériabraquial(93).

Sugere-se que os inibidores de DPP4 também possam influenciar o metabolismo
lipidico, embora os ensaios clinicos apresentem dados inconsistentes(113). Uma extensa
metanalise sugeriu que essas drogas seriam capazes de reduzir os niveis de CT e TG(114),
provavelmente por um efeito direto da estimulagdo do receptor GLP1 no metabolismo
docolesterol(115). Terawaki e colaboradores, por sua vez, demonstraram que a linagliptina foi
capaz de diminuir os niveis séricos de LDLox em pacientes com DM?2 submetidos a didlise,
independente dos efeitos glicémicos, sugerindo uma reducdo no estresse oxidativo(116).
Nosso estudo ndo foi capaz de demonstrar mudangas no perfil lipidico apds a sobrecarga
lipidica com o uso de vildagliptina. Entretanto, observamos que, em estado basal (periodo de
jejum), a vildagliptina apresentou redug@o nos niveis de LDLox, sendo um importante fator
para a predi¢ao de doencas cardiovasculares em pacientes com DM2(117).

A literatura também mostra resultados discrepantes sobre a influéncia da metformina
no perfil lipidico(118), sugerindo efeitos positivos(119) ou neutros(120). Em nosso estudo,
observamos uma reducdo nos niveis de CT, LDLc ¢ HDLc em estado basal, mas sem
mudancas apds a sobrecarga lipidica.Acreditamos que outros estudos sejam necessarios para
esclarecer os achados que encontramos, embora seja importante ressaltar que, estudos onde se
avalia os niveis incretinicos em individuos diabéticos no periodo pos-prandial mostram
respostas distintas dependendo dos acidos graxos oferecidos nas refei¢des. Observa-se que
uma refeicdo rica em acidos graxos monoinsaturados ¢ capaz de atuar como um forte
estimulador das secrecdes de GIP e GLP-1 ao contrario da refeicdo rica em acidos graxos
saturados (20). Acreditamos dessa forma, que a alta concentracdo de gordura saturada
oferecida em nosso estudo poderia ter limitado os nossos resultados sobre o metabolismo
lipidico. Entretanto, o foco principal do nosso estudo foi a investigacdo das respostas

vasculares e sabidamente dietas ricas em gorduras saturadas t€ém um papel agressor superior.
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6.3 — Os efeitos promovidos pela vildagliptina e metformina sobre niveis glicémicos,

marcadores inflamatorios, peptideos intestinais e demais parametros metabdlicos

A medida que a glicemia se eleva os inibidores de DPP4 aumentam a
biodisponibilidade de GPL1. Com isso, promovem uma melhora do funcionamento da célula
beta-pancreatica, aumentando a taxa de secrecdo de insulina; bem como suprimindo a
secrecdo de glucacon pelas células alfa-pancreaticas com consequente reducao da producao
endogena de glicose, reforgando o conceito de que sua acdo se da de forma glicose-
dependente (121). Em contrapartida, o principal mecanismo de agdo da metformina no
controle glicémico ocorre primariamente por diminuir a gliconeogénese hepatica,
promovendo reducdo na glicemia de jejum (122). Essa caracteristica poderia justificar os
niveis mais baixos de glicemia encontrados apos trinta dias de tratamento tanto no periodo de
jejum bem como apo6s a refei¢do hiperlipidica.

A primeira fase do nosso estudo foi conduzida no jejum onde ndo se observou
mudancas no perfil glicémico com o uso da vildagliptina. Seguindo essa logica, observamos
uma reducao nos niveis de insulina e peptideo C, em concomitincia com niveis mais elevados
de GLPI1; provavelmente em decorréncia de uma menor demanda pancredtica esperada no
estado de jejum. Posteriormente, embora tenhamos encontrado um aumento significativo nos
niveis de GLP1 e de insulina, bem como uma esperada redugdo na atividade da enzima DPP4
no periodo pods-prandial ainda assim ndo observamos mudangas expressivas nos niveis
glicémicos.

Tais achados ndo podem ser justificados por propriedades intrinsecas a vildagliptina;
uma vez que sua absor¢do nao ¢ influenciada por etnia, tipo de ingesta alimentar ou meia-vida
(123). Portanto, devemos ressaltar e valorizar a neutralidade nos efeitos glicémicos
observados em nosso estudo, por reforcar o conceito de que os efeitos vasculares promovidos
tanto em longo quanto curto prazos seriam gerados de forma independente a variagdo
glicémica.

O tecido adiposo ndo s6 armazena energia, mas também ¢ um complexo Orgao
endocrino capaz de produzir um grande niimero de adipocitocina. Em individuos obesos,
observamos uma produgdo exacerbada dessas substancias, tais como acidos graxos nao
esterificados (NEFA), angiotensinogénio, leptina, resistina, TNF-a e IL-6, assim como uma
substancial reducdo nos niveis de adiponectina,uma adipocina metabolicamente protetora

(124).
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Ao contrario do que frequentemente ¢ observado com o uso da metformina, a
vildagliptina nao foi capaz de promover uma reducao do peso corporal. No entanto, apesar do
efeito neutro sobre a composi¢ao corporal, o tratamento com vildagliptina por trinta dias foi
capaz de promover um aumento nos niveis de adiponectina, cuja expressao ¢ maior no tecido
adiposo subcutdneo em detrimento ao visceral e estd inversamente relacionada ao estado
inflamatério e a resisténcia a insulina (125). A adiponectina também estd envolvida na
oxidagdo de acidos graxos, producdo de NO pelas células endoteliais, redug¢ao da produgao de
glicose hepatica, inibicdo da adesdo de monocitos bem como inibi¢ao da transformagao de
macrofagos em células espumosas na parede vascular (82). Acreditamos dessa forma, que
apesar da neutralidade observada no peso corporal, o aumento nos niveis de adiponectina
poderia refletir uma melhora da sensibilidade insulinica aos tecidos periféricos.

Embora inicialmente visto como um hormoénio antiobesidade, o papel principal da
leptina € servir como sinal metabdlico de carater sacietdgeno quando os estoques energéticos
sdo atingidos; havendo de forma analoga, reducdo abrupta durante a restri¢do caldrica ou na
perda de peso(126). Suas concentragdes plasmaticas aumentam horas apds uma refei¢do e, em
humanos, por varios dias ap6s um episodio de hiperfagia; sugerindo que a mesma possa atuar
no controle de ingestdo alimentar tanto a curto quanto em longo prazo (127).

Em nossa pesquisa, a sobrecarga lipidica promoveu niveis mais elevados de leptina no
grupo metformina em comparacao a vildagliptina; enquanto que a vildagliptina apresentou
alteracdes nos niveis de leptina apenas na avaliagdo intragrupo, sugerindo que ambas possam
exercer efeitos sobre essa adipocina, de forma mais atenuada quando a vildagliptina ¢
empregada. Ndo encontramos ensaios clinicos na literatura que estabelecam a relagdo entre os
niveis de leptina e o efeito incretinico. Estudos experimentais mostram que a restricdo
alimentar diminui as concentragdes plasmaticas de leptina de forma simultanea a expressao de
GLP-1 no hipotdlamo, sendo possivel que a interdependéncia desses dois biomarcadores
possa modular os centros cerebrais hipotalamicos envolvidos no apetite (128).

No que diz respeito a metformina, entretanto, ainda ndo parece claro se a mesma ¢
capaz de produzir algum efeito no metabolismo da leptina (129;130). Apesar das limitagdes
relatadas acima, acreditamos que a metformina € em menor grau, a vildagliptina, possam
exercer efeito sobre leptina e talvez sobre o mecanismo de saciedade promovido por
ela,embora a quantificacdo de fome e saciedade ndo tenha sido objeto de nosso estudo.

Também observamos no periodo poés-prandial um nivel inesperadamente elevado de
IL6 no grupo tratado com vildagliptina em comparacdo a metformina. Este importante

mediador da resposta imune e processo inflamatorio ¢ produzido nao apenas pelo tecido
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adiposo, mas também pelas células endoteliais, bem como pelas células musculares lisas
(131). Tanto em humanos (132) quanto em modelos animais (133), seus niveis estdo
relacionados a uma piora do perfil lipidico e parece haver um aumento nos seus niveis séricos
durante a ingestao de refeicdo rica em lipideos(134). A analise desses dados nos sugere que a
metformina tenha sido capaz de evitar esta resposta inflamatdria no periodo pos-prandial em
detrimento da vildagliptina, por mecanismos que ainda nao sdo totalmente esclarecidos.

Em periodo pos-prandial, nosso estudo também mostrou niveis inesperadamente
elevados de TNF-a no grupo metformina. Esta adipocina esta elevada em individuos obesos,
sobretudo naqueles resistentes a insulina € com actimulo de gordura predominantemente
visceral (135). Nossa amostra foi calculada com base nas caracteristicas metodoldgicas da
reatividade microvascular medida através videocapilaroscopia. Acreditamos dessa forma, que

nosso numero amostral possa ter, de certo modo, influenciadoessesresultados inesperados

tanto para o IL-6 quanto para o TNF-a.
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7-RESUMO DOS ACHADOS

Este estudo nos mostrou que a terapia antihiperglicemiante oral com vildagliptina ou
metformina em pacientes com obesidade e DM2 virgens de tratamento promoveu melhora da
funcdo vascular e que esta melhora ocorreu de forma distinta na dependéncia da droga

empregada e do calibre do vaso sanguineo testado, da seguinte maneira:

7.1 - Efeitos agudos apés sobrecarga lipidica

Ao exercer seus efeitos sobre a microcirculagdo, a metformina foi capaz de promover
um maior recrutamento capilar, mesmo em estado pds-prandial. A vildagliptina, por sua vez,
foi capaz de atenuar os efeitos deletérios promovidos pela sobrecarga lipidica sobre a
vasomotricidade. Ambas as medicagdes, entretanto, nao foram capazes de promover

mudangas no perfil lipidico.

Em relagdo aos marcadores inflamatorios, ambas as drogas foram capazes de
promover efeitos sobre a leptina. Entretanto, o papel desse efeito ainda ¢ pouco conhecido,

sendo necessario novos ensaios clinicos para elucidacao dessa relagao.

7.2 - Efeitos em curto-prazo apos terapia farmacologica por trinta dias

Ao estimular os efeitos incretinicos do GLP1, a vildagliptina foi capaz de atuar
beneficamente sobre vasos de maior calibre (vasos de resisténcia), promovendo uma melhor
resposta ao fluxo sanguineo endotélio-dependente e -independente. Em contrapartida, ao
exercer seus efeitos sobre a microcirculagdo, a metformina € capaz de promover um maior
recrutamento capilar durante o periodo testado.

A neutralidade sobre a glicemia plasmatica evidenciada no grupo tratado com
vildagliptina merece atencdo, refor¢ando o conceito de mecanismos extra-glicémicos na

melhora da fungdo vascular. Além disso, a vildagliptina reduziu os niveis de insulina e
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peptideo C, bem como promoveu elevagdo nos niveis de adiponectina. Atribuimos esses
achados a uma menor demanda pancreatica, bem como melhora da resisténcia insulinica
presente nos tecidos periféricos, respectivamente.

Em relagdo a composicao corporal, a metformina promoveu redugdo peso, ao passo
que a vildagliptina mostrou-se neutra. A metformina também foi capaz de melhorar o perfil
lipidico, ao passo que a vildagliptina, reduziu os niveis de LDLox apos trinta dias de terapia

farmacologica.
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CONCLUSOES

Em conclusado, nosso estudo mostrou que a vildagliptina ¢ a metformina sdo capazes
de melhorar a fun¢do vascular testada no jejum, tanto no uso didrio em curto prazo, quanto de
forma aguda, no estado PP. Esse processo ocorre através de mecanismos de agdo distintos, e
talvez complementares, com uma predilecdo da vildagliptina para atuar em vasos relacionados
a resisténcia vascular periférica, enquanto a metformina atuaria sobre o microfluxo nutritivo
ao nivel capilar. Dessa forma sob ponto de vista de vasculo-prote¢ao, uma classe ndo deve
substituir a outra no tratamento do DM2. Apesar de nossos achados se limitarem a uma
avaliagdo de curto prazo e também aos efeitos agudos dessas drogas, possivelmente a
vildagliptina e a metformina sdo complementares em suas acdes na busca por melhora da
funcdo endotelial, fator primordial na prevengdo das complicagdes vasculares promovidas

pelo diabetes.
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ABSTRACT

Introduction: Type 2 diabetes mellitus (T2D) and obesity are related to cardiovascular (CV)
risk and endothelial dysfunction, present at early stages. Postprandial (PP) lipemia is also a
CV risk. Incretin’s effects are reduced on T2D while effectsof PP lipemia aremore
pronounced. Our purpose was to compare the effects of metformin and vildagliptin, both
used to treat T2D, during PP state, on endothelial function, oxidative stress, inflammation,
plasma viscosity and gastrointestinal peptides after a lipid-rich meal in obese T2D women.
Methods:38 T2D women recently diagnosed and medically-naive, aged between 19 and 50
years, BMI>30kg/m2 were subjected to endothelial measurements and sample collections at
fasting and 30, 60, 120 and 180 min after a lipid-rich meal and randomized 1:1 to metformin
(850 mg) or vildagliptin (50 mg), given orally before the meal. We evaluated endothelial
function by videocapillaroscopy and Laser-Doppler flowmetry and plasma viscosity,
inflammatory and oxidative stress biomarkers, gastrointestinal peptides and metabolic profile
in all time points.

Results: At baseline no differences were noticed. During PP state, metformin elicited an
increase in functional capillary density while vildagliptin kept microvascular blood flow and
vasomotion unchanged. Additionally, vildagliptin increased GLP-1 and IL-6while leptin
increased after metformin. Intragroup comparisons showed that vildagliptin significantly
increased insulin, GLP-1, pancreatic polypeptide and leptin; and decreased DPP4 activity. On
the counterpart, metformin reduced only glycemia.

Conclusions: After a lipid-rich meal, the use of vildagliptin preserved non-nutritive
microflow and vasomotion while metformin induced an increase in capillary recruitment
suggesting different and complementary mechanisms of action.

Key Words: Endothelium, Metformin, Vildagliptin, postprandial state

INTRODUCTION

The prevalence of obesity has constantly increased over the past decades, elevating the
incidence of cardiovascular diseases and type 2 diabetes mellitus (T2D)(1). Endothelial
dysfunction is present at early stages of atherosclerosis, and it has been associated with

obesity independently of T2D(2). Under physiological conditions, microcirculation is
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responsible for the regulation of tissue perfusion, optimizing oxygen diffusion, nutrient
delivery and cell excreta, with marked impair in obesity and T2D(3). Many mechanisms are
involved in this pathogenic process, including insulin resistance, inflammation and increased
oxidative stress(4); as well as a direct action of hyperglycemia and hyperinsulinemia,
stimulating the release of endothelin-1,reductionofendothelium-derived nitric oxide (NO)
bioavailability and of the increment in microvascular flow velocity, density and tissue
perfusion(5).

Although humans spend longer periods of their days in postprandial (PP) state, clinical
studies that investigate microvascular reactivity were elaborated to test it during fasting (6).
Many studies however, suggest that lipid-rich diets would cause acute damage/dysfunction
tocardiovascular function, indicating that the development of atherosclerosis would be also
related to PP phenomenon (7).

Metformin is the first-choice drug to treat T2Dwithproved beneficial effects on
vascular function, oxidative stress and low-grade inflammation(8). Other antidiabetic drugs,
known as dipeptidil peptidase 4 (DPP4) inhibitors, are widely used to treat T2D with well-
established incretinomimetic and insulinotropic actions (9), being vildagliptin one of the
most prescribed DPP4 inhibitor. Both drugs are usually prescribed in the same patient.

Studies on microvascular reactivity testing the above-mentioned drugs during PP
state are not available in the medical literature; and possible beneficial effects could be
related to inflammation, oxidative stress and/or gastrointestinal peptides. From these
premises, we aimed to compare the effects of vildagliptin and metformin on microvascular
protection after lipid overload, in obese treatment-naiveT2D women. Additionally, we have
investigated changes on concentration of some biomarkers during PP state to evaluate
possible mechanisms of action. We hypothesized that the regulatory mechanisms of beneficial
microvascular actions, especially those related to vildagliptin, would be due to oxidative

stress, inflammation, and maybe, also influenced by gastrointestinal peptides.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

This is a head-a-head clinical randomized trial that tested vildagliptin and metformin
effects during PP state. Selected patients were recruited in the Policlinica Piquet Carneiro
located at State University of Rio de Janeiro. The trial was conducted according to guidelines

set out in the Declaration of Helsinki, approved by the local Research Ethical Committee

(COEP:0.87.3.2012), and registered in clinicaltrials.gov (NCT01827280).
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During the first visit, the study wasexplained and a written informed consent was
obtained from all subjects. Afterwards, a medical exam was performed aiming to evaluate
inclusion and exclusion criteria. We selected only females, aged between 19 and 50 years old,
with BMI >30kg/m?, and abdominal circumference >80cm.We also asked about concomitant
drugs in use and proceeded a physical exam. After signing the informed consent these women
were subjected to blood sample collection to determine whether the patient would or would
not be eligible for the study; being necessary the diagnosis of T2D without any treatment with
any antihyperglycemic agents. At this clinical visit, patients underwent a 75-g oral anhydrous
glucose tolerance test (fasting and 2h), hepatic enzymes, creatinine, total blood and leucocyte
counts and lipid profile determination after 12 hours fast. T2D diagnosis was established if
fasting plasma glucose (PG) was >126 mg/dl and/or post-load PG after 2 hours after ingestion
of 75g of glucose anhydrous was >200 mg/dl(10). In asymptomatic patients, T2D diagnosis
was only established after another fasting PG>126 mg/dl.

Exclusion criteria were uncontrolled hypertension, pregnancy, major illness such as
renal or hepatic insufficiency, history of previous myocardial infarction or angina pectoris,
postmenopausal status, hematological diseases, triglycerides >400 mg/dl, smoking, significant
loss (>5%) of body mass during the last six months; previous diagnosis of T2D or being
regular users of drugs for T2D, and also aspirin, hormonal contraceptives, anticoagulants
and/or drugs for dyslipidemia. During the trial, those hypertensive patients who needed to
change antihypertensive drugs or dosages were excluded.

We interviewed and selected 246 women for the first visit but recruited only 40
patients. During the study, two were excluded due to non-compliance (n=1) and the other one

for having a significant weight loss before the first test meal (n=1).

Study design

The first clinical visit and procedures aredescribed above. After considering thepatient
as an eligible one, a second visit was appointed. In this visit, we assessed nutritive and non-
nutritive microvascular reactivity of the patients at the following time points: baseline (fasting
period), 30, 60, 120 and 180 min after the intake of a lipid rich meal, without ingesting any
drug. After this test, volunteers were randomized 1:1 to receive metformin (1700 mg/day) or
vildagliptin (100 mg/day) during 30 days by external selection (1700 mg/day). Thirty days
after,a third visit was appointed, and the same tests performed according to patient’s group, a

pill of metformin or vildagliptin was ingested at baseline period during meal intake.



88

According to ethical rules, we have started the use of vildagliptin or metformin during
30 days before the second assessment of the test protocol used to investigate our hypothesis.
Therefore, we have initiated treatment of the patients for 30 days and the acute effects of the
drugs were re-tested 30 days after and, during post-prandial period, but at this time after the
ingestion of one pill (metformin — 850 mg or vildagliptin — 50 mg). Since these patients were
diagnosed as T2D being all treatment-naive until entering in the study, the test of acute
effects was made 30 days after the beginning of drug use minimizing the glycemic effects

secondary of the use.

Anthropometric, clinical and laboratory measurements

The same trained examiner collected anthropometric measurements in duplicate: waist
at its smallest point with the abdomen relaxed and weight using a digital scale (Filizola, Sdo
Paulo, SP, Brazil). BMI wasdefined as weight in kilograms divided by the square of height in
meters. Blood pressure was also measured twice in the supine position with a 5-min interval
of rest between measurements, using an automated apparatus (multiparameter patient

monitor,Lifewindow LW6000; Digicare Biomedical Technology, West Palm Beach, FL).

Lipid-rich meal

This meal consisted of foods rich in total fat, especially saturated fat, based on whole
milk with chocolate, bread croissant-type with butter, cheddar cheese and salami, with the
following amounts: whole milk (200ml), chocolate (10g), margarine (20g), croissant (1
unit), cheddar cheese (60g) and salami (31g). This meal consisted of 564.6kcal, with 28.9%,
20.7% and 69.7% of carbohydrates, proteins and total fat, respectively. Of the latter nutrient,

21.9g of this was composed of saturated fat.

Nutritive microvascular reactivity

The patients arrived in a fasting state of 12 hours in the morning, and were
accommodated in an acclimated room with controlled temperature at 22°+1°Cfor 30min
before the beginning of the procedure. They were comfortably sat in a chair with the left arm
put at the heart level. All patients had the arm blood pressure measurement carried out in this
position. The left forearm and hand (dorsal part up) were put to rest on a cushion and the
3thfinger was put on a pedestal mounted in X-Y status of a Leica DM/LM microscope. The
top of the finger was gently immobilized by a clip, to avoid minimum movements.

Experiments were carried out with continuous recording of temperature from the finger skin.
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The nutritive skin microcirculation was investigated by videocapillaroscopy performed
at the dorsum of the third finger at baseline and after 4 minutes ischemia. This method is
recognized in the literature as the best one to assess the number of perfused capillaries (11). It
wasperformed and analyzed according to our standardized well-validated methodology
described elsewhere in the literature (12).This exam was always performed and analyzed by
the same observer, blinded to patient data. Using this method, we have assessed functional
capillary density (FCD) at basal state and during post-occlusive reactive hyperemia (FCD
during PORH), that respectively, represent the number of capillaries/mm?with blood flow at
basal state and after ischemia, using an optical microscope (DM/LM, Wetzlar, Germany) with
250x magnification.

This technique was carried out at the baseline and 30, 60, 120 and 180 minutes after

lipid-rich meal intake.

PlasmaViscosity

In this study, plasma viscosity was evaluated according to previously validated
protocol(13)throughout the study period (at all-time points). For that, immediately after blood
collection, a tube of 5 ml of blood was centrifuged during 5 minutes at 1500/g. After this, the
supernatant was collected and 0.5ml was used to test plasma viscosity (np), assessed with a
cone-in-plate viscosimeter DV-II+ PRO Digital (Brookfield Engineering Laboratories,
Middleboro, MA, USA) at 230 s 'shear rates at 37°C. Results were expressed as mPascal x

sec (mPa.s).

Non-nutritive microvascular flow and vasomotion

We have also assessed non-nutritive skin microflow and microvascular vasomotion by
laser Doppler flowmetry (LDF; Perimed AB, Stockholm, Sweden). These measurements
were made at baseline and during test meals using a probe positioned at the dorsal side of the
left wrist. Absolute amplitude variations within each frequency band were analyzed, as well
as their normalized values, which are the interval of mean amplitude divided by the total
spectrum mean amplitude(14). We used Perisoft software (PSW version 2.50, Perimed AB,
Stockholm, Sweden) for data analysis and fast Fourier transform to determine the contribution
of different vasomotion frequency components to signal variability. We have assumed five
frequency intervals previously defined(15) in the spectrum between 0.01 and 1.6 Hz: (1)
endothelial (0.01 —0.02 Hz); (2) neurogenic (0.02—0.06 Hz); (3) myogenic (0.06-0.15 Hz); (4)
respiratory (0.15-0.4 Hz) and (5) heart beat (0.4—1.6 Hz) activities.
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Biomarkers of low-grade inflammation, oxidative stress and intestinal peptides

Plasma levels of IL-6 and endothelin-1 were evaluated by Quantikine® High
Sensitivity  IL-6  ELISA  (Enzyme  Linked  Immunosorbent  Assay) and
Quantikine®Endothelin-1 ELISA kits, respectively (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

For determination of serum concentrations of oxidized LDL was used Mercodia
ELISA kit (Mercodia, Uppsala, Sweden). All assays wereperformed according to
manufacturer protocols. The intra and inter assay precision were inferior than 10%.

Active GLP-1 levels wereanalyzed by sandwich high-sensitivity ELISA
chemiluminescent assay (Merck-Millipore, Billerica, MO, USA).

Multiplexing analysis was used to determine simultaneously concentration of GIP,
insulin, C-peptide, ghrelin, leptin, glucagon, pancreatic polypeptide (PP), peptide YY (PYY),
adiponectin, resistin and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a); by Magnetic Milliplex® MAP
kits (EMD Millipore, Billerica, MA, USA). All intra and inter assay precisions were <10%
and <20%, respectively.

DPP4 activity assessment was performed using glycyl-prolyl-paranitroanilide (Gly-
Pro-pNA, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) as chromogenic substrate. At the end of
incubation period, activity of DPP4 in the samples was determined by comparing the optical
density of each sample with the optical density derived from p-nitroanilin standard curve,
generated by data analysis software (KC Junior, Bio Tek, Winooski, VT, USA). Results are
expressed as UM of p-nitroaniline/ml/min. The sensitivity of this method was 0.1 uM/ml/min
and intra-assay precision was <3%.

Ultrasensitive C-reactive protein (CRP) was tested by automated analyzer A25
BioSystems® (Biosystems SA, Barcelona, SPAIN) and measured by turbidimetry using high
sensitivity latex method. Additionally, blood cell count was performed by automated
hematology counter XS1000i Sysmex® (Sysmex Corporation, Kobe, Kansai, JPN). Blood
levels of glucose, total cholesterol (TC), high density lipoprotein cholesterol (HDL-c) and
triglycerides (TG) were evaluated spectrophotometrically by the respective methods: glucose
oxidase/peroxidase, cholesterol oxidase/peroxidase, direct detergent and glycerol 3-
phosphate/peroxidase. These analyses were performed by an automated analyzer A25
BioSystems® (Biosystems SA, Barcelona, Spain). LDL-c levels were calculated using the

mathematical equation proposed by Friedewald(16).
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STATISTICAL ANALYSIS

We used GraphPad Prism® 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) for
statistical analysis. Gaussian distribution was checked and parametric and non-parametric
dataare expressed as mean+SD. We used unpaired t-test and U test according to data
distribution to compare groups. In order to optimize data obtained during fasting plus PP
periods, we performed individual regression equations for modeling the relationship between
independent (time) and dependent variables (DPP4 activity, biomarkers of inflammation or
components of microvascular function). These equations found intercepts for each variable,
which defined the linear relationship between the dependent (variable tested) and independent
(time of collection) variables. A regression line was obtained and the intercept was the point
where it crosses the axis of the dependent variable. Intercepts were compared between groups.
Correlation analysis was performed by Spearman rank-order test. To establish correlations,
we calculated delta difference from post minus pre-treatment period and correlated them. We
have used G*Power 3.1.9.2 (Universit 4t Kiel, Germany) to calculate sample size of
40patients with an actual power of 0.9500156 (t tests; point biserial; two-tailed; effect size of
0.51; a probability error of 0.05; and a power of 0.95). Values of P<0.05 were considered

statistically significant.

RESULTS
Thirty-eight women aged 39.4+6.5 years and with BMI 37.3+5.0kg/m*were included.
At baseline, both groups had the same characteristics on anthropometric, clinical and

laboratorial variables. They also had the same microvascular reactivity (table 1).

Tablel: Comparison between Vildagliptin and Metformin groups on clinical,

anthropometrical, laboratorial and microcirculatoryvariables at baseline.

Vildagliptin Metformin P value

(n=19) (n=19)
Age (years) 39.05+5.32 39.79+7.7 0.44
Weight (kg) 94.96+14.03 99.51+16.11 0.31
BMI (Kg/m?) 36.03+3.96 38.48+6.12 0.25
WaistCircumference (cm) 105.59+10.5 106.55+12.05 0.51
Hip Circumference (cm) 116.06+8.99 122.68+11.95 0.09
WHR 0.91£0.05 0.88+0.07 0.57
Systolic BP (mmHg) 131.55+£20.93 134.6+27.24 0.75
Diastolic BP (mmHg) 84.02+13.43 83.05+13.12 0.97
Mean BP (mmHg) 100.02+15.61 100.23£17.21 0.86
Fat mass (%) 39.554+3.95 41.10+4.25 0.29



Leanmass (%) 60.45+6.48 59.20+6.13 0.30
Insulin (mIU/1) 1.76+0.90 1.91£1.17 0.75
PG (mg/dl) 200.26+95.07 190.26+74 0.88
Post-load PG (mg/dl) 253.4+60.89 255.88+56.86 1.0

HbAlc (%) 8.03+1.79 7.85+2.03 0.64
TC (mg/dl) 183.90+36.74 198.00+37.8 0.18
TG (mg/dl) 161.00+£79.84 141.21+£78.66 0.28
HDL - ¢ (mg/dl) 43.00+8.19 46.73+11.28 0.38
LDL - ¢ (mg/dl) 108.60+26.28 112.90+25.89 0.13
VLDL - ¢ (mg/dl) 32.26+15.97 28.26+15.73 0.29
CRP (mg/dl) 1.15+1.38 0.92+0.62 0.94
C-Peptide (ng/ml) 1.74+0.91 1.78+0.91 1.0

Ghrelin (pg/ml) 45.58+19.87 44.32+26.92 0.57
GIP (pg/ml) 24.3+14.6 20.29+12.28 0.32
GLP-1 (pM/])) 1.15+1.04 0.98+0.67 0.98
Leptin (pg/ml) 21880+19430 25350+13330 0.52
Glucagon (pg/ml) 23.47+£20.63 31.46+£53.48 0.53
Adiponectin (ng/ml) 11950+11540 11590+6151 0.55
Resistin (ng/ml) 34.01+11.45 36.06+18.74 0.95
PP (pg/ml) 30.17£24.19 33.26+34.8 0.83
PYY (pg/ml) 39.24421.73 38.76+36.88 0.57
IL-6 (pg/ml) 2.117+1.37 3.436+4.04 0.20
LDLox (U/L) 74.8£31.33 62.13+16.81 0.24
NEFA (mmol/l) 0.67+0.23 0.63+0.25 0.35
TNF-a (pg/ml) 0.54+0.61 0.36+0.90 0.09
Endothelin (pg/ml) 1.67+0.55 1.62+0.55 0.83
DPP4,ct (uM/ml/min) 9.37£3.52 9.65+3.73 0.86
Plasma Viscosity (30mPa.s) 1.8+0.1 1.84+0.10 0.36
Plasma Viscosity (50mPa.s) 1.81+0.09 1.84+0.13 0.41
FCD (cap/mm?) 24.10+15.65 34.64+20.29 0.18
FCD during PORH (cap/mm?)  20.81+14.72 32.4+19.41 0.14

Data are expressed as means+standard deviation (SD).

Legends: BMI — body mass index; BP — blood pressure, HbAlc — glycated hemoglobin, PG — plasma glucose,
TC — total cholesterol, TG — triglycerides, HDLc — high density lipoprotein cholesterol; LDLc - low density
lipoprotein cholesterol; VLDLc — very low density lipoprotein cholesterol; GIP — Glucose-dependent
insulinotropic peptide; GLP-1 — glucagon-like peptide-1; PP — Pancreatic polypeptide; PYY — Peptide YY 3-
36; IL-6 — Interleukin 6;LDL,x — oxidized low density lipoprotein; NEFA — non-esterified fatty acids; DPP4, —
Dipeptidylpeptidase 4 activity;FCD - resting functional capillary density, FCD during PORH at dorsal site —
functional capillary density during post occlusive reactive hyperemic response after ischemia.

Additionally, we calculated intercepts for each variable (expressed as
variableintercept) collected during test meal protocol and we did not observe any significant
differences between groups at baseline period, but the comparison between groups at the
second test meal demonstrated that vildagliptin increased GLP-lintercept and IL-6intercept,

while metformin showed higher leptinintercept (table 2). Ina step further, we have observed
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that intragroup comparisons showed that vildagliptin increased significantly Insulinintercept,
GLP-lintercept, pancreatic polypeptideintercept and leptinintercept; and also decreased DPP4
activity intercept. In the Vildagliptin group no effects on glucoseintercept was noted, while on
Metformin Group only glucose intercept was reduced without any effect on other tested

variables (table 2). No significant differences on plasma viscosity intercept were noted.

Table 2: Effects of Vildagliptin and Metformin on plasma viscosity, metabolic and

inflammatory biomarkers during post-prandial state after lipid-rich meal

Vildagliptin Vildagliptin Metformin Metformin

Baseline Post-treatment Baseline Post-treatment
Glucoseintercept 226.8+93.01 216.3+£109.2 213.8+80.09 175.3£61.68***
Insulinintercept 47.84+476.7 1034+636.1%** 1001£526.2 993.5+415.7
TClintercept 180.3+36.85 177.2+40.42 188.5+35.63 184.7+£27.56
TGintercept 157.4£75.5 146.2+80.44 135.9+74.41 144.7+£67.57
HDL-Cintercept 41.748.5 42.949.53 44.14+10.94 43.49+9.5
LDL-Cintercept 107+£26.97 102.1+£22.15 116.8+23.37 112.1£21.67
VLDL-Cintercept 30.97+16.11 26.08+8.9 27.38+15.19 29.29+13.65
C-Peptideintercept 2248+1112 2179+1211 1823+942.6 2018+624.2
Grelinintereept 81.08+124.1 48.43+£22.08 44.96+26.59 45.66+37.21
GIPintercept 46.09+24.32 64.8+35.35 52.2434.95 55.48+37.09
GLP-lintercept 2.53+1.89 5.33+4.09%* 2.15+1.087 2.26+1.674%%&
Glucagonintercept 15.36+28.43 26.59+25.27 29.04+43.57 28.08+40.45
PPintercept 31.25+32.51 123.2+67.58%** 92.65+63.12 103.7+£69.46
PY Y intercept 43.18+20.43 45.16+26.11 42.64+32.38 47.28+33.08
LDLoxintercept 44.59+£59.42 72.16+31.01 61.50+17.8 61.37+21.43
NEF Aintercept 0.47+0.35 0.63+0.20 0.64+0.18 0.65+0.17
Leptinintercept 4293+10864 19102+17886***  25384+13806 25268+14088%
Adiponectinisgercept 15337433018 15588+21886 1232245965 11659+6343
Resistininercept 19.6+30.02 34.63+11 35.75+£19.67 34.53+19.18
IL-6intercept 1.948+2.62 31.51+22.81 3.316+4.08 2.422+2.628%&
Endotelininercept 1.504+1.35 1.641+0.51 1.674+0.55 1.634+0.56
DPP4 actintercept 10.27+3.45 7.59+2,99%** 9.59+3.56 9.117+3.69
PlasmaViscosity 1.82+0.09 1.78+0.11 1.88+0.1 1.86+0.2
30mPa. Sintercept
Plasma Viscosity 1.8+1.11 1.76+0.11 1.69+0.46 1.83+0.19
50mPa.Sintercept

Data are expressed as means+standard deviations (SD).

*Intragroup comparisons: * P<0.05; ** P<0.01; P<0.001

&Intergroup comparisons: & P<0.05; & P<0.01; ¥*4P<0.001

Legends: BMI — body mass index; BP — blood pressure, HbAlc — glycated hemoglobin, TC — total cholesterol,
TG — triglycerides, HDLc — high density lipoprotein cholesterol; LDLc - low density lipoprotein cholesterol;
VLDLc — very low density lipoprotein cholesterol; GIP — Glucose-dependent insulinotropic peptide); GLP-1 —
glucagon-like peptide-1; PP — Pancreatic polypeptide; PYY — Peptide YY 3-36; IL-6 — Interleukin 6;LDLx —
oxidized low density lipoprotein; NEFA — non esterified fatty acids; DPP4.. — Dipeptidylpeptidase 4 activity.
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Results on microvascular reactivity are depicted on tables 3 and 4. We noticed that
metformin showed higher FCD intercept during PORH compared to vildagliptin. This
finding points to beneficial aspects of metformin related to capillary recruitment during
PORH even after the intake of a lipid-rich meal in T2D patients. We also made an

intragroupanalysis but no significant changes were observed.

Table 3: Effects of vildagliptin and metformin on post-prandial microvascular reactivity after

lipid-rich meal in treatment-naive obese type 2 diabetespatients

Nutritive microvascular Vildagliptin Vildagliptin Metformin Metformin
reactivity Baseline Post-treatment Baseline Post-treatment
Resting FCDintercept 24.43+13.18 33.42+12.59 36.14+16.18 43.14+14.4
FCD during PORHintercept 23+13.9 29.15+13.84 38.75+19.62 45.11+14.46%

Data are expressed as means+standard deviation (SD).
&Intergroup comparisons: ¥P<0.05

Legends:FCD- functional capillary density, PORH — post-occlusive reactive hyperemic.
On table 4, it is possible to observe non-nutritive blood microflow and vasomotion
tested continuously during test meals. Baseline comparisons between groups did not show
any significant differences (data not shown), but at post-treatment period and after the
ingested pill, vildagliptin showed higher mean values of microflow during almost all test
period (from 30 to 180 minutes) while also promoting higher total frequency interval at the
end of the post-prandial period (180 minutes), suggesting better effect on non-nutritive
microflow and vasomotion. By subdividing the five components of microcirculatory
vasomotion, we did not observe any significant differences. We additionally investigated
intragroup differences and observed that use of vildagliptin did not change vasomotion; while
metformin changed vasomotion during post-prandial state, resulting in lower mean values of
vasomotion (P<0.05), which was more relevant at the end of the post-prandial period, as
follows: 30 minutes (11.4[7.8-14.2] vs. 10.2[5.7-12.3]Hz; P=0.03), 60 minutes (11.3[8.1-
15.8] vs. 10.1[5.4-13.2]Hz; P=0.04) and 120 minutes (10.7[7.4-16.6] vs. 10[5.5-11]Hz;
P=0.04). Comparing before and after treatment, metformin also promoted a reduction in
mean total values (P<0.05) at 120 minutes (0.17[0.1-0.24] vs. 0.12[0.07-0.2]Hz; P=0.0007)
and 180 minutes (0.17[0.09-0.25] vs. 0.11[0.07-0.24]Hz; P=0.014).
Table 4 —Comparison between vildagliptin and metformin on non-nutritive skin

microvascular reactivity and vasomotion during postprandial state

TIME (min)
Rest 30 60 120 180

Non-nutritive microflow
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MeanValue (unit)

MET post-treatment 12 10.2 10.1 10 104
[5.9-15.7] [5.7-12.3] [5.4-13.2] [5.5-11] [5.6-16]
VIL post-treatment 13.1 12.3 12 114 10.9
[8.5-23] [5.6-17.7]
[7.8-18.4]% [7.5-18]% [5.7-18]&
Mean Total (unit)
MET post-treatment 0.16 0.14 0.12 0.12 0.11
[0.07-0.32] [0.06-0.33] [0.06-0.33] [0.07-0.20] [0.07-0.24]
VIL post-treatment 0.14 0.16 0.15 0.15
[0.10-0.30]  [0.09-0.27] [0.09-0.26] [0.06-0.24] [0.08-0.25]
Microvascular vasomotion
Total Frequency interval (Hz)
MET post-treatment 32.39 27.26 25.75 23.26 22.20
[14.25-65.26] [12.9-67.24] [13.05-66.37] [14.21-39.94] [15.21-
48.65]
VIL post-treatment 29.97 33.11 30.56 30.04 31.28
[20.57-59.70] [18.63-54.28]  [19.10-52.55] [5.55-48.69] [16.42-
50.02]*
Endothelial (Hz)
MET post-treatment 4.22 3.74 3.9 4.09 4.39
[2.19-7.71] [2.1-6.42] [2.51-8.84] [2.48-6.99] [1.82-8.62]
VIL post-treatment 4.69 3.86 5.26 4.95 4.78
[3.12-7.64] [2.20-10.90] [2.0-9.0] [2.64-8.93] [2.42-7.42]
Sympathetic(Hz)
MET post-treatment 3.76 3.66 3.74 3.73 4.0
[2.17-4.92] [2.38-6.14] [2.32-5.34] [2.39-5.58] [2.1-5.47]
VIL post-treatment 3.66 3.86 3.87 4.47 3.89
[1.85-5.31] [1.85-6.08] [1.76-9.35] [2.08-9.97] [2.12-8.40]
Myogenic(Hz)
MET post-treatment 2.28 2.28 2.19 2.26 221
[1.65-3.54] [1.7-3.5] [1.62-2.86] [1.64-3.69] [1.78-3.78]
VIL post-treatment 2.6 2.27 2.19 2.29 2.07
2[1.75-4.11] [1.70-3.50] [1.79-3.24] [1.74-4.20] [1.69-3.85]
Respiratory(Hz)
MET post-treatment 1.26 1.28 1.33 1.29 1.16
[1.07-1.5] [1.08-1.58] [1.04-1.51] [1.04-1.51] [1.03-1.52]
VIL post-treatment 1.17 1.205 1.23 1.14 1.24
[0.89-1.45] [0.82-1.52] [0.8-1.79] [0.10-1.49] [0.91-1.47]
Heart beat(Hz)
MET post-treatment 0.69 0.70 0.71 0.69 0.69
[0.54-0.84] [0.64-0.81] [0.64-0.81] [0.62-0.79] [0.61-0.80]
VIL post-treatment 0.71 0.71 0.71 0.71 0.71
[0.59-0.81] [0.59-0.81] [0.52-0.98] [0.50-0.79] [0.55-0.80]

Data are expressed as means+standard deviation (SD).
&ntergroup comparisons: ¥P<0.05; ¥4P<0.01; ¥4¢P<(0.001

Legends:MET — Metformin group; VIL — Vildagliptin group

Finally, we investigated correlations between microvascular reactivity and clinical-
laboratorial variables. Previously, we have calculated delta differences from post minus pre-
treatment period for each intercept of the tested variable and then performed correlations. We
noticed that FCD in vildagliptin group correlated with the levels of resistin (rho=-0.69,
P<0.05); while in Metformin group, FCD correlated to adiponectin (rtho=-0.96, P<0.01) and
DPP4 activity (rho=-0.78, P<0.05). In this group, a correlation between FCD during PORH
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and insulin (rho=-0.85, P<0.05) as well as C-peptide (rtho=-0.78, P<0.05) was also noticed but
in Vildagliptin group no association with FCD during PORH was noted.

DISCUSSION

Although the benefits promoted by metformin and DPP4 inhibitors on glycemic
control in T2D are already well-defined, and many studies have also demonstrated the extra
glycemic effects of metformin(8) and also DPP4 inhibitors(17) on endothelial function,
until now, there is no study that compared their head-to-head effects during PP state after
a lipid-rich meal. In this study, we have originally investigated it and observed beneficial
effects of both drugs. While metformin promoted a marked effect on nutritive
microcirculation, i.e. capillary recruitment, vildagliptin showed better effects on non-nutritive
microflow and also on vasomotion during PP state. Although a great number of biomarkers
was tested to investigate possible mechanisms involved on these effects, only limited results
added knowledge to our findings.

In healthy individuals, the physiological increase of PP insulin reduces the endogenous
VLDL-c and inhibits lipolysis, through activation of lipoprotein-lipase. Actually, it is known
that after an intake of a lipid-rich meal, patients with obesity and T2D present an
exaggerated and prolonged elevation in triglycerides and inflammatory markers(18), reaching
a PP peak after 4 hours lasting for up to 8 hours. This phenomenon may predispose to
alterations on lipid metabolism with a trend towards development of atherosclerosis(19)
named as dietary-lipotoxicity and, endothelial cells may be particularly susceptible to
this(20).

Dipeptidil peptidase-4 is expressed on endothelial cells, especially in the
microcirculation(21). Its activity and expression are increased in vitro by high glucose only
in microvascular endothelial cells(22), providing a rational for an inhibition of DPP4 to
protect the microcirculation from hyperglycemia. Some data also suggest that DPP4
inhibitors may benefit not only micro but also macrocirculation(23). Possible benefits may
have GLP-1 as mediator since it may be viewed as an endogenous protective factor for the
vascular system when this defense is especially needed: during a meal. In contrast,
metformin action is believed to exert endothelial-dependent effects through AMPK
activation, which leads to phosphorylation of endothelial nitric oxide synthase and vascular
protection(8). Additionally, it also appears to increase endothelium derived hyperpolarizing

factor signaling through processes that improve overall endothelial function, and are likely
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related to reduced production of derivatives of cyclooxygenase pathway(24). Therefore,
distinct mechanisms may be involved in microvascular effects of the drugs herein compared.

DPP4 inhibitors and metformin have also been reported to influence lipids but results
are inconsistent across trials(25-27). An extensive meta-analysis has suggested that DPP4
inhibitors are able to lower total cholesterol and triglycerides, probably due to direct effect of
GLP1 receptor stimulation on cholesterol metabolism(28). Incretin effect seems to reduce
intestinal lymph flow, triglycerides absorption and apolipoprotein synthesis, being able to
limit the flow of triglycerides to circulation(29). Studies evaluating incretin levels on PP state
in T2D show distinct responses depending on fatty acids offered in the meals. We believe that
high concentration of saturated fat herein offered to patients could have limited incretin
effects on lipid metabolism since diets rich in monounsaturated fatty acids act as stronger
stimulators on GLP-1 and GIP (30) than the one we opted to use.

The adipose tissue is the major site for storage of excess energy as triglycerides, also
expressing and secreting a variety of adipokines including leptin, adiponectin, monocyte
chemotactic protein (MCP)-1, tumor necrosis factor (TNF)-a, interleukins (IL)1, 6 and 8.
Although initially viewed as an antiobesity hormone, leptin’s primary role is to serve as
metabolic signal of energy sufficiency rather than excess, rapidly declining with caloric
restriction and weight loss. In our research, metformin promoted higher leptin levels
compared to vildagliptin; whereas vildagliptin promoted changes in leptin only in intragroup
analyses. Experimental studies showed that food deprivation decreases leptin concurrently
with GLP-1 overexpression in the hypothalamus, and it is possible that GLP-1 released from
leptin-stimulated neurons modulates hypothalamic brain centers involved in appetite (31). In
respect to metformin, is not clear however, if it produces any effect on leptin system. Adamia
and co-workers reported that metformin use did not change leptin in obese T2D women(32),
while other study showed a reduction on it(33).

We also observed an unexpected higher IL-6 concentration in vildagliptin group
compared to metformin one. In humans, IL-6 is correlated with increased fasting triglycerides
and free fatty acids and low HDL-c(34); and animal models support a causal relationship
between elevated IL-6 and increased hepatic secretion of TG and production of VLDL
particles (35). We believe that metformin was able to prevent this inflammatory response in
the PP period in detriment to vildagliptin, due to intrinsic mechanisms related to its action still
unknown. Although we found an increase in GLP-1 and insulin, as well as an expected
reduction in DPP4 activity with Vildagliptin, no significant change in glucose was observed

which could not be explained only by intrinsic properties of the drug. Possible extremely
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short-term use and sample size influenced glycemic results but the absence of glycemic
effects reinforces the concept that vascular effects of vildagliptin are possibly pleiotropic.
Maybe metformin effects were in part influenced by its effect on glucose observed during PP
state. In respect to microvascular reactivity, vildagliptin showed negative correlation between
this variable and resistin, which would be translated to better insulin sensitivity; while
metformin showed negative correlation with adiponectin levels, insulin and C-peptide.

Our study was not able to demonstrate important elevations in triglycerides during PP
period, probably due to composition of the meal which was rich on saturated fat; but maybe
alsoto sample size, initially calculated based on methodological characteristics of
microvascular reactivity.

In conclusion, our study showed that vildagliptin and metformin were both able
toimprove microvascular function in our tested patients during PP state; probably through
distinct and complementary mechanisms of action on the microcirculation. Although many
biomarkers were tested without important changes independently of the drug it should also be
reinforced that benefits found during PP after lipid-rich meal with vildagliptin were glucose-

independent, emphasizing its pleitotropic effects on microcirculation.
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ABSTRACT

Introduction: Obesity is the main risk factor for type 2 diabetes mellitus (T2D) and
excessive visceral fat triggers low-grade inflammatory process, mediated by activation and
release of cytokines and high flow of free fat acids that contribute to insulin resistance,
increased oxidative stress, and impaired endothelial function. Metformin and vildagliptin
have known vasculo-protective actions, but the value of these drugs on medically-naive T2D
during short-term use warrants investigation. Our purpose was to observe their effects on
endothelial function, oxidative stress, inflammatory markers and blood viscosity.

Methods: 38 obese medically-naive T2D women, aged between 19 and 50 years,
BMI>30kg/m?were subjected to measurements of endothelial function, nutritive skin
microvascular reactivity, blood viscosity, inflammatory and oxidative stress biomarkers at
fasting state at baseline and randomized 1:1 to ingest metformin (850 mg twice/day) or
vildagliptin (50 mg twice/day) during 30 days; and then, re-evaluated.

Results: Groups were considered similar at baseline. After treatment, vildagliptin promoted
an improvement on endothelial-dependent and independent-vasodilatations, while metformin
resulted in improved nutritive microvascular reactivity at capillary level. Intragroup analysis
showed that vildagliptin reduced insulin, C-peptide and oxidized LDL, and increased
adiponectin and GLP1 while metformin reduced weight, glycaemia, total cholesterol, HDL-c,
LDL-c and DPP4 activity, with an unexpected increase on TNF-a. No significant
differences in blood viscosity were noted.

Conclusion: In the microvascular bed investigated, both drugs improved microcirculatory
function on obese T2D women, through distinct and complementary mechanisms of action
on the vascular tissue.

Keywords: Diabetes, Obesity, Vildagliptin, Metformin, Endothelium, Atherosclerosis.

INTRODUCTION

Obesity is a chronic disease, characterized by increased amount of body fat,
predisposing to or being related to cardiovascular complications such as coronary artery
disease, heart failure and also sudden death (1-3). Visceral obesity is more related to

cardiovascular risk than subcutaneous one, since it is currently known that intra-abdominal
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adipocytes are metabolically more active than ones located at subcutaneous sites. Excessive
visceral fat accumulation is not only associated with precocious atherogenic abnormalities,
but also to increased incidence of type 2 diabetes mellitus (T2D)(4).

The pathophysiology of excessive visceral fat is related to an underlying
inflammatory process named low-grade inflammation mediated by activation/release of
many cytokines, such as interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a). In
addition, the increased flow of free fat acids (FFA),derived from visceral adipose tissue,
contributes to insulin resistance (RI),to predisposition of atherosclerosis and also of T2D(5).

Obesity is the main causative factor for the increased prevalence of T2D which affects
approximately 171 million of individuals worldwide. Over diverse periods of time, patients
with obesity maintain glucose homeostasis due to hypersecretion of insulin and, the
underlying hyperinsulinemia aims to overcome insulin resistance(6). However, over time
and, as obesity and age progress, pancreatic B cells are not able to maintain insulin’s
hypersecretion and a relativeinsulin deficiency is observed, triggering glucose intolerance or
T2D diagnosis. Paralleled with this pathophysiology, the occurrence of low levels of
incretins, such as glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and glucose-dependent insulinotropic
polypeptide (GIP)influences negatively insulin secretion(7).

T2D increases macro and microvascular risks, but recent evidences show that states of
glucose intolerance per se would be enough to promote them(8,9). Currently, microvascular
dysfunction tested on skin of individuals with parents withT2D is already present even
without altered glucose homeostasis, associated to occurrence of insulin resistance(10). Such
findings reveal a new concept that endothelial damage precedes T2D diagnosis and even the
occurrence of glucose intolerance(11,12).

Metformin is the most prescribed drug for T2D treatment. Although this drug has
little,if any, direct vasomotor effect on large and mid-sized arteries(13), its capacity to
improve endothelial function has been repeatedly demonstrated in animals and humans, as
follows: in T2D(14,15), in populations with impaired glucose tolerance(16) or with metabolic
syndrome and polycystic ovary syndrome(17) targeting the microcirculation.

Dipeptidyl peptidase-4 (DPP4) inhibitors, including vildagliptin, are drugs also
largely used in the treatment of T2D(18). Since some investigations associate beneficial
effects of GLP-1 on endothelial function and vildagliptin’s incretinomimetic and
insulinotropic actions are well-established with additional benefits on reduction of glycated

hemoglobin and control of T2D. These described actions of DPP4 inhibitors may be
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associated to the same or even greater beneficial impact on vascular function on T2D
patients.

We aimed to compare the effects of vildagliptin and metformin on vascular protection
in treatment-naiveT2D women with obesity. We hypothesized that regulatory mechanisms of
thesebeneficial vascular actions, especially vildagliptin's effects, would be related to

oxidative stress, inflammation and maybe also influenced by incretins.

RESEARCH DESIGN AND METHODS
Subjects and study design

This is a short-term randomized head-to-head clinical trial. Selected patients were
recruited at Policlinica Piquet Carneiro of the State University of Rio de Janeiro. This study
wasconducted according to guidelines set out in the Declaration of Helsinki and approved
by theResearch Ethical Committee of Pedro Ernesto University Hospital (COEP:
0.87.3.2012) and registered in the Clinical Trials(NCT01827280).

During the first visit, the research protocol was explained and the written
informedconsent was obtained from all subjects. Afterwards, medical examination was
performed aiming to evaluate inclusion and exclusion criteria, assessment of concomitant
drugs in wuse, physical exam and collection of blood samples. At this visit, patients
underwent a 75-g oral anhydrous glucose tolerance test (fasting and 2h), hepatic enzymes,
creatinine, total blood and leukocytecounts and lipid profile determination after 10 hours fast.
T2D diagnosis was established if fasting plasma glucose (PG) was >126 mg/dl and/or post-
load (75g of glucose anhydrous) PG was >200 mg/dl(19). Asymptomatic patients with PG
>126 mg/dl collected another sample to confirm T2D diagnosis.

The primary inclusion criteria were to have BMI >30kg/m?and T2D diagnosis
without any previous treatment with any antihyperglycemic agent. Additionally, these patients
should beaged between 19 and 50 years old and have an abdominal circumference >80cm.

We have excluded women who presented uncontrolled hypertension, or with clinical
indication to change antihypertensive dosage during the study, pregnancy, major illness such
as renal or hepatic insufficiency, history of previous myocardial infarction or angina pectoris,
postmenopausal status, hematological diseases, triglycerides >400 mg/dl, being an active
smoker, having a significant loss (>5%) of body mass during the last six months; or being

regular users of aspirin, hormonal contraceptives, anticoagulants and drugs for dyslipidemia.
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Two hundred and forty-six women were interviewed and selected for the first visit and
screening procedures and,40 of them were included in the study. The main cause for
exclusion was due to because they did not have T2D, or had it, but were already on treatment
(n=206). After included in the study, one patient was excluded to non-compliance (n=1) and
another one due to significant weight loss before the first endothelial test.

The participants were randomized by external selection 1:1 in order to receive
metformin or vildagliptin. To minimize glycemic effects on vascular function, we have
designed theexperiment to last only 30 days. The total dosage was 1700 mg/day (850mg/pill)
and 100mg/day (50mg/pill), respectively for metformin and vildagliptin; being both ingested
twice a day (at lunch and dinner). No patient received both drugs concomitantly. During the
first week of treatment, only the dinner pill was taken to minimize gastrointestinal side
effects. All subjects were informed to keep their usual diet, physical activity and also
regular use of other proposed medications in both groups. Except for antihypertensive
drugs, which were not changed during the study, noother drug was accepted for use without
previous communication. Compliance was tested atdays15and 30 by counting pills. Criteria
for non-compliance was the use of less than 85% of the total dosage/period of counting.
The following described measures were assessed before (day 0-baseline) and after (day 30)

treatment period.

Anthropometric, clinical and laboratory measurements

The same trained examiner collected anthropometric measurements: weight (days 0
and 30) using a digital scale (Filizola, Sao Paulo, SP, Brazil) and waist (day 0) at its
smallest point with the abdomen relaxed. BMI was defined as weight in kilograms divided by
the square of height in meters. Blood pressure was also measured twice in supine position
with 5-min resting interval between  measurements, using an automated apparatus
(Lifewindow LW6000; Digicare Biomedical Technology, West Palm Beach, FL). We also
evaluated the percentage of body fat and lean mass through bioimpedance (Biodynamics 450;

Byodinamics Corporation, USA) at baseline and day 30.

Endothelial function assessment

We assessed forearm blood flow(BF) by non-invasive venous occlusion
plethysmography(Hokanson, EC6, D.E., Bellevue, WA, USA) expressed in ml/min.100 ml
lof tissue as previously described(20)in the non-dominant forearm with a mercury-in-silastic

strain gauge placed on the maximum circumference of forearm upper third portion. Two
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inflating cuffs were used, one on the arm and the other on the wrist. On the arm, the cuff was
inflated to 50 mmHg to intermittently avoid venous blood return. On the wrist, the cuff was
inflated 1 min before forearm blood flow assessment and set to 60 mmHg above systolic
blood pressure (BP)to exclude flow from hand arteriovenous shunts and avoid bias.

Before BF measurements, patients rested for 20 minutes on recumbent position.
Venous occlusion plethysmography comprised four phases: first basal flow (bl); reactive
hyperemia response after 3 min arterial occlusion (post-occlusive reactive hyperemia response
- PORH); second basal flow (b2) and flow 5 min after 0.4 mg sublingual nitroglycerin (NTG)
(Nitrolingual, BurnsAdler Pharmaceuticals Inc., Charlotte, NC, USA) After PORH, a 15-
minute interval was given before b2. Blood flows were measured in cycles of 15 seconds each
(10 s venous pressure use followed by 5 s venous pressure release) over 2 minutes. The mean
of the first 4 measurements in each recording period was used for analysis.

Heart rate and BP was continuously measured using a cardiac monitor (DX 2021,

DixtalBiomedica Ind. Com. Ltda., S3o Paulo, SP, Brazil)adjusted in the dominant arm.

Skin nutritive microvascular assessment

To test the effect of both drugs on nutritive skin microcirculation we used
videocapillaroscopy performed at the dorsum site of the third finger at resting and after 4
minutes ischemia. This method is recognized in the literature as the best method for
assessment of the number of perfused capillaries and it was performed and analyzed
according to our well-validated methodology(21) by the same observer who was blinded to
patient data. Using this method, we assessed functional capillary density (FCD) before and
during post-occlusive reactive hyperemia response (FCD during PORH) that respectively
represents the number of capillaries/mm?with blood flow at basal state and after ischemia,
using an optical microscope (DM/LM, Wetzlar, Germany) with 250x magnification.

Patients arrived in a fasting state of 12 hours in the morning and were accommodated
in an acclimated room with controlled temperature of 22°+1°Cfor 30 min before the beginning
of the procedure. They were comfortably sat in a chair with the left arm put at the heart level.
All patients had the arm blood pressure measurement carried out in this position. The left
forearm and hand (dorsal part up) were put to rest on a cushion and the 3thfinger was put on
a pedestal mounted in X-Y status of a Leica DM/LM microscope. The top of the finger was
gently immobilized by a clip, to avoid minimum movements. Experiments were carried out
with continuous recording of temperature from the finger skin. This technique was carried

out at the baseline and 30 thirty days after treatment.
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Plasma Viscosity

In this study, plasma viscosity was evaluated according to previously validated
protocol(20). For that, immediately after blood collection, a tube of 5 ml of blood was
centrifuged during 5 min at 1500/g. After this, the supernatant was collected and 0.5ml was
used to test viscosity in plasma (np) samples, assessed with a cone-in-plate viscosimeter DV-
II+ PRO Digital (Brookfield Engineering Laboratories, Middleboro, MA, USA) at 230

s 'shear rates and 37°C. Results were expressed as mPascal x sec (mPa.s).

Biomarkers of low-grade inflammation, oxidative stress and intestinal peptides

Plasma levels of IL-6 and endothelin-1 were evaluated by Quantikine® High
Sensitivity  IL-6 ~ ELISA  (Enzyme  Linked  Immunosorbent  Assay) and
Quantikine®Endothelin-1 ELISA kits, respectively (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
For determination of serum concentrations of oxidized LDL was used Mercodia ELISA kit
(Mercodia, Uppsala, Sweden). Urinary levels of isoprostanes were evaluated by Bioxytech®
Urinary 8-epi-Prostaglandin F2a kit (Oxis Research, Foster City, CA, USA). All assays were
performed according to manufacturer protocols and intra and inter assay precision were
inferior than 10%, except for urinary isoprostane analysis which was less than 20%. Active
GLP-1 levels were analyzed by sandwich high-sensitivity ELISA chemiluminescent assay
(Merck-Millipore, Billerica, MO, USA).

Multiplexing analysis was used to determine simultaneously the concentration of
GIP,insulin, C-peptide, ghrelin, leptin, glucagon, pancreatic polypeptide (PP), peptide
YY(PYY), adiponectin, resistinand tumor necrosis factor-alpha(TNF-a) by Magnetic
Milliplex® MAP kits (EMD Millipore, Billerica, MA, USA). All intra and interassay
precisions were <10% and <20%, respectively.

DPP4 activity assessment was performed using glycyl-prolyl-paranitroanilide (Gly-
Pro-pNA, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) as chromogenic substrate. At the end of
incubation period, the activity of DPP4 in the samples was determined by comparing the
optical density of each sample with the optical density derived from p-nitroanilin standard
curve, generated by data analysis software (KC Junior, BioTek, Winooski, VT, USA). Results
were expressed as uM of p-nitroaniline/ml/min. The sensitivity of this method was 0.1
pM/ml/min and intra-assay precision was <3%.

Ultrasensitive C-reactive protein (CRP) was tested by automated analyzer A25

BioSystems® (Biosystems SA, Barcelona, SPAIN) and measured by turbidimetry using high
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sensitivity latex method. Additionally, blood cell count was performed by automated
hematology counter XS1000i Sysmex® (Sysmex Corporation, Kobe, Kansai, JPN). Blood
levels of glucose, total cholesterol (TC), high density lipoprotein cholesterol (HDL-c) and
triglycerides (TG) were evaluated spectrophotometrically by the following methods:
glucose oxidase/peroxidase, cholesterol oxidase/peroxidase, direct detergent and glycerol 3-
phosphate/peroxidase. These analyses were performed by an automated analyzer A25
BioSystems® (Biosystems SA, Barcelona, Spain). LDL-c levels were calculated using the
mathematical equation proposed by Friedewald(22).

Statistical analysis

We used GraphPad Prism® 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) for
statistical analysis. Gaussian distribution was checked and parametric and non-parametric data
are expressed as mean+SD. All variables were checked for normality and comparisons were
performed according to distribution of variables and tested by paired and unpaired t tests, or
U test. To correlate them we have used Spearman rank-order test. To establish correlations,
we first calculated the delta difference from post minus pre-treatment period and then
correlated these deltas. Variables are presented as meantSD. We used G*Power 3.1.9.2
(Universit it Kiel, Germany) to calculate sample size of 40 patients with an actual power of
0.9500156 (t tests; point biserial; two-tailed; effect size of 0.51; a probability error of 0.05;

and a power of 0.95). Significant differences were assumed to be present at P < 0.05.

RESULTS
Thirty-eight subjects aged 39.4+6.5 years with BMI of 37.2+5.0 kg/m?were included
in the analysis. At baseline (table 1), both groups had the same characteristics on

anthropometric, clinical and laboratory variables.
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Table 1: Comparison between Vildagliptin and Metformin groups on clinical,
anthropometrical and laboratorial variables after treatment period (intergroup and intragroup
analysis)
Variables Vildagliptin Vildagliptin Metformin Metformin
(baseline) (day 30) (baseline) (day 30)
Age (years) 39.05+5.32 39.05+5.32 39.79+7.7 39.79+7.7
Weight (kg) 94.96+14.03 95.05+14.14 99.51+16.11 98.69+15.70"
BMI (Kg/m?) 36.03+£3.96 35.63+4.10 38.48+6.12 37.29+£5.92
Waist Circumference (cm) 105.59+10.5 - 106.55+12.05 -
Hip Circumference (cm) 116.06+8.99 - 122.68+11.95 -
WHR 0.91+0.05 - 0.88+0.07 -
Systolic BP (mmHg) 125.7+11.91 122.2+12.44 129.1£18.41 122.3+12
Diastolic BP (mmHg) 75.58+13.41 72.26+9.33 75.84+10.37 73.79+£8.28
Heart rate(bpm) 75.68+12.68 69.84+10.49 70.05+£12.95 73.11£10.89
Fat mass (%) 39.55+3.95 39.3243.87 41.104+4.25 41.36+3.53
Lean mass (%) 60.45+6.48 60.68+3.87 59.20+6.13 58.64+3.53
Insulin (mIU/L) 1.76+0.90 1.49 £ 0.73" 1.91£1.17 1.57+0.85
Glucose (mg/dL) 200.26+95.07 193.08 £ 109 190.26+74 153.6 £ 61.19
HbAlc (%) 8.03+1.79 7.37+£1.58 7.85+£2.03 7.2+2.55
TC (mg/dL) 183.90+36.74  182.1 +41.28 198.00+37.8 187.8 +28.23"
TG (mg/dL) 161.00+£79.84 148.4 +£ 83.31 141.21+£78.66 153.9+72.75
HDL - ¢ (mg/dL) 43.00+8.19 44.11+9.35 46.73+11.28 44.32 £ 9.62°
LDL - ¢ (mg/dL) 108.60+26.28 105.6 £23.24 112.90£25.89 112.6 £ 22.57"
VLDL - ¢ (mg/dL) 32.26+15.97 26.44 +£9.51 28.26+15.73 30.89 + 14.55
CRP (mg/dL) 1.15+1.38 0.89 + 0.7 0.92+0.62 0.75 + 0.46
C-Peptide (ng/mL) 1.74+0.91 1.64 + 0.74" 1.78+0.91 1.52+£0.50
Grelin (pg/mL) 45.58£19.87  47.34+2328  44.32+26.92 4528 +33.36
GIP (pg/mL) 24.3+14.6 20.48 £ 13.65 20.29+12.28 23.65+17.66
GLP-1 (pM/L)) 1.15+1.04 3.6243.61" 0.98+0.67 1.47+1.32&
Leptin (pg/mL) 21880+£19430 21460 + 18257 25350413330 26250 + 14426
Glucagon (pg/mL) 23.47+20.63 29.02 +£26.4 31.46+53.48 30.82 +46.98
Adiponectin (ng/mL) 11950+11540 15107 £18173°  11590+6151 12212 £ 6723
Resistin (ng/mL) 34.01+11.45 36.5+13.81 36.06+18.74 35.93 +20.01
PP (pg/mL) 30.17424.19  35.02+34.45  33.26+£34.8 29.72 +29.43
PYY (pg/mL) 39.24+21.73 36.51 £29.42 38.76+36.88 49.51+£31.45
IL-6 (pg/mL) 2.117+1.37 2.018+1.213 3.436+4.04 2.69+2.5
LDLox (U/L) 74.8431.33 67.31 £29.13" 62.13+£16.81 62.54 +20.04
NEFA (mmol/L) 0.67+0.23 0.64 £0.24 0.63+0.25 0.65+0.19
TNF-a (pg/mL) 0.54+0.61 0.42+0.44 0.3620.90 0.73£1.19*
Endotelin (pg/mL) 1.67+0.55 1.49 +0.35 1.62+0.55 1.62 £0.58
DPP4,¢t (uM/mL/min) 9.37£3.52 8.05+3.49 9.65+3.73 9.09 +3.52"
Urinarylsoprostranes 283.2+299.8 233.4+122.3 214.2+£123.9 223.9+78.52
(pg/Mmol/gr/creatinine)
PlasmaViscosity (30mPa.s) 1.8440.1 1.88+0.23 1.88+0.14 1.794+0.13
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PlasmaViscosity (50mPa.s) 1.84+0.13 1.85+0.21 1.81+0.09 1.78+0.12

Data are expressed as means+standard deviation (SD).

*Intragroup comparisons: * P<0.05; ** P<0.01; P<0.001

“ntergroup comparisons: ¥P<0.05; ¥4P<0.01; ¥¥¢P<(.001

Legends: BMI — body mass index; BP — blood pressure, HbAlc — glycated hemoglobin, TC — total cholesterol,
TG — triglycerides, HDLc — high density lipoprotein cholesterol; LDLc - low density lipoprotein cholesterol;
VLDLc — very low density lipoprotein cholesterol; GIP — Glucose-dependent insulinotropic peptide); GLP-1 —
glucagon-like peptide-1; PP — Pancreatic polypeptide; PYY — Peptide YY; IL-6 — Interleukin 6;LDLox —
oxidized low density lipoprotein; NEFA — non esterified fatty acids; DPP4,. — Dipeptidylpeptidase4 activity.

They also had the same endothelial function (table 2) and nutritive microvascular

reactivity (table 3).

Table 2: Comparison between Vildagliptin and Metformin groups on endothelial function

before treatment period (baseline measures).

Vildagliptin ~ Metformin P value

FBF b1 (ml/min/100ml of tissue) 3.02+1.81 2.39£1.56 0.34
FBF porn c1 (ml/min/100ml of tissue) 10.21+6.55 8.61£3.59 0.63
FBF porn c1-c4(ml/min/100ml of tissue) 5.82+3.06 4.56+1.69 0.19
FBF p2(ml/min/100ml of tissue) 2.77£1.43 2.19£1.13 0.18
FBF nt6 (ml/min/100ml of tissue) 2.55+1.36 1.97+1.02 0.28

Data are expressed as means+standard deviation (SD).

Legends: FBF, — Baseline measure of forearm blood flow, FBFporu.ci—Forearm blood flow during post-
occlusive reactive hyperaemia (first curve), FBFporu.ci-cs - Forearm blood flow during post-occlusive reactive
hyperaemia (mean of the first four curves), FBFy,— Baseline (post-PORH) measure of forearm blood flow,
FBFnt1c — Forearm blood flow during post-sublingual nitro-glycerine.

Table 3: Comparison between Vildagliptin and Metformin groups on microvascular reactivity

after treatment period (intergroup and intragroup analysis)

Vildagliptin Vildagliptin Metformin Metformin

(Day 0) (Day 30) (Day 0) (Day 30)
Resting FCD (cap/mm?) 24.1+15.65 32 +14.69 34.64+20.29 43.61+16.33
FCD during PORH (cap/mm?) 20.81 + 14.72 28.97 +13.01 3240+ 1941  45.75+ 15.98%

Data are expressed as means+standard deviation (SD).
Intergroup comparisons:¥P<0.05
Legends: FCD - functional capillary density, PORH —post occlusive reactive hyperemia

Our main finding was related to an improvement on endothelial-dependent and --
independent vasodilatation on vildagliptin group, while metformin resulted in improved
nutritive microvascular reactivity at capillary level. As observed on figure 1, the use of
vildagliptin resulted in improvement of vascular function, expressed in augmented

responses  for  endothelial-dependent (during PORH;  P=0.03) and independent-
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vasodilatation (post-nitroglycerin; P=0.02) compared to metformin. Intragroup comparisons
did not show any significant differences between pre- and post-treatment periods on both

groups.

Figure 1: Post-treatment measurement of forearm blood flow between groups
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Data are expressed as means+=SD

Legends: FBFp — Baseline measurement of forearm blood flow, FBFporu.ci—Forearm blood flow during post-
occlusive reactive hyperaemia (first curve), FBFporm.ci-c4 -Forearm blood flow during post-occlusive reactive
hyperaemia (mean of the first four curves), FBFy,— Baseline (post-PORH) measure of forearm blood flow,
FBFn16— Forearm blood flow during post-sublingual nitro-glycerine

In respect to nutritive microcirculatory function at capillary level (table 2), we
noticed that after the use during 30 days, metformin improved functional capillary density
(FCD) during PORH (i.e., increased capillary recruitment; P=0.02) compared to vildagliptin
(table 2) while intragroup analysis did not show any significant difference in FCD at rest
(P=0.49 for vildagliptin and P=0.55 for metformin) or during PORH (P=0.21 for vildagliptin
and P=0.10 for metformin,respectively).

After 30 days of treatment we have observed some changes on tested biomarkers
(table 1).GLP-1 levels were significantly higher in the Vildagliptin group compared to
Metformin one (P=0.03). In a step further, we have investigated intragroup comparisons
and noticed that vildagliptin reduced insulin (P=0.008), C-peptide (P=0.05), and oxidized
LDL (P=0.02). Additionally, the use of vildagliptin resulted in increments of adiponectin
(P=0.04) and GLP-1 (P=0.009) levels after treatment. In turn, the use of metformin reduced
body weight (P=0.03), fasting PG (P=0.0005), total cholesterol(P=0.02), HDL-c (P=0.03),
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LDL-c (P=0.01) and also DPP4 activity (P=0.03). Of interest, this drug induced an increase in
TNF-a levels (P=0.008). We did not observe any significant difference in plasma viscosity.
We have correlated delta changes (post- minus pre-treatment) among variables
thatshowed intergroup differences post-treatment, as follows: in the Vildagliptin group, FCD
during PORH correlated to weight (rho=0.88, P<0.01), BMI (rho=0.88, P<0.01) and VLDL-
¢ (tho= -0.73, P<0.05); while in the Metformin group a correlation to PYY (rho=0.71,
P<0.05) was noticed. In respect to endothelial function, vildagliptin showed correlation
between endothelial-dependent vasodilatation and DPP4 activity (rho=0.46, P<0.05); while
metformin correlated to HbAlc (rho=-0.48, P<0.05), C-peptide (rho=0.47, P<0.05), GIP
(rho=0.54, P<0.05), IL-6 (rho=0.65, P<0.01), adiponectin (rtho=-0.59, P<0.01), BMI (rtho=-
0.55, P<0.05), plasma viscosity (rho=0.66, P<0.05), %body fat (rho=0.66, P<0.01) and
%lean mass (tho=-0.66, P<0.01). Vildagliptin also showed correlation to endothelial-
independent vasodilatation and %fat mass(rho=-0.56, P<0.05), %lean mass (rho=0.56,
P<0.05) and heart rate (rho=0.47, P<0.05); while metformin showed correlation to plasma

viscosity (tho=0.71, P<0.05).

DISCUSSION

Two key features in the pathophysiology of atherothrombosis are closely related to
diabetes complications: endothelial dysfunction and low-grade inflammation(23).The
microcirculation is the main site of the cardiovascular system, responsible for the regulation
of tissue perfusion, optimization of oxygen and nutrient delivery and cell/gas excreta and also
for the regulation of capillary hydrostatic pressure, preventing fluctuations of intraluminal
pressure and, consequently helping to regulate peripheral vascular resistance. In this study, we
have employed a method that assessed these sites, compared metformin and vildagliptin on
endothelial function during short-term use in T2D patients who had never been subjected to
any treatment. We have observed an improvement in endothelial-dependent and -
independent vasodilation after30 days use of vildagliptin over metformin. Endothelial
dysfunction appears to be a systemic phenomenon, affecting resistance and conduit vessels in
the forearm as well as the coronary circulation(24).Recent data suggest that coronary
endothelial dysfunction predicts long-term atherosclerotic disease progression and
cardiovascular event rates(25), existing correlation between forearm vasomotor response
(resistance vessels) and coronary arteries (conduit vessels)(26). Therefore, the forearm
vascular bed can probably be used as a surrogate marker for assessing endothelial systemic

function, including coronary arteries(24). Our data showed that, in treatment-naive T2D



114

patients, the use of vildagliptin for only 30 days improved vascular function, suggesting a
benefit to systemic vascular bed. Although previous data have shown similar benefits on
these variables with the use of metformin (27), we could not reproduce it by using this drug
for only 30 days.

One of the aspects to be considered when analyzing the results found in our study is
the different response of drugs according to vessel caliber. GLP-1 receptor is a G-protein
coupled receptor expressed in innumerous organs, including vessel walls and
myocytes(28), with numerous studies showing effects of GLP-1 on blood pressure, heart
rate, ischemia/reperfusion injury, coagulability, inflammation and endothelial function(29).
Some studies suggest that GLP-1 is able to exert its effects on nitric oxide production by
endothelial cells(30,31) and also throughdirect action on the smooth muscle cells in the
vessel wall(32) and, our findings corroborate it.

On the other hand, metformin is believed to exert its pharmacological effects through
5-AMP-activated protein kinase, which ultimately increases nitric oxide synthesis and
release(33,34). Metformin also appears to increase endothelial derived hyperpolarizing factor
mediated (EDHF-mediated) signaling through processes that improve overall endothelial
function, and are likely related to reduced production of cyclooxygenase pathway
derivatives(35). Therefore, possibly the differences observed according to vessel site tested in
our study could be related, not only to the period of use, but also to different mechanisms of
action on tested vessels.

Other important aspect to be considered is that in respect to vildagliptin the
findings described above are glucose-independent, since no change in PG was noticed in this
group. GLP1 and DPP4 inhibitors lower postprandial PG in T2D, at least, in part through
their ability to increase insulin secretion and to inhibit glucagon release. Possible additional
influences on observed results could be associated to reduction in fasting insulin and C-
peptide levels even with higher levels of GLP1, probably due to lower pancreatic demand
found during fasting period.Distinctively from vildagliptin, metformin acts inhibiting
gluconeogenesis during fasting periodand this feature could have influenced the observed
changes in fasting PG.

Our study also showed unexpected higher levels of TNF-a in the Metformin group,
which is highly increased in obese subjects and positively correlated to visceral adiposity
and insulin resistance(36). Our sample was initially calculated based on methodological
characteristics of vascular reactivity measured by videocapillaroscopy and believe that our

sample size may have influenced this unexpected result. Additionally, we also included the
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evaluation of blood viscosity since it is an important hemorheological variable regulating
blood flow in the microcirculation(37), being considered a cardiovascular risk factor (38). Our
investigation however, did not reveal significant viscosity changes between the two groups.

Our findings also showed correlations between endothelial dependent and independent
changes with vildagliptin and improvement in body composition, demonstrated by negative
correlation with body fat changes and consequently, positive correlation with lean mass. This
variation, however, was not accompanied by reduction in DPP4 activity. Despite the good
correlation found between vasodilatation in the arteriolar level and body composition,
vildagliptin was not able to promote similar correlations in the capillary one.

We concluded that both drugs, vildagliptin and metformin, were capable of improving
vascular function in obese, T2D women, probably through distinct and complementary
mechanisms of action on the vascular wall; with predilection of vildagliptin to act on vessels
more related to peripheral vascular resistance while metformin acts on nutritive microflow at
capillary level. In this view, one class should not replace the other for treating T2D in respect
to vasculo-protection during short-term use. Instead, they are complementary classes of

drugs for T2D in the search for vascular function improvement and possible protection.
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ANEXO A — Aprovagio no Comité de Etica e Pesquisa Hupe — Uer;j

Universidade do Estado do Rio de Janeiro/Sr2

g ~ 2 Comissdo de Etica em Pesquisa — COEP
UERJ & Rua Sdo Francisco Xavier, 524, bloco E, 3°. andar, sala 3018 - Maracand.
P s © CEP 20550-900 — Rio de Janeiro, RJ.

E - mail: ctica‘@uer br - Telefone: (21) 2334 2180

s

PARECER COEP 014/2013

A Comissio de Etica em Pesquisa — COEP, em sua 11* Reunido Ordinaria em 13 de dezembro de 2012,
analisou o protocolo de pesquisa n°.087.3.2012, segundo as normas éticas vigentes no pais para pesquisa
envolvendo sujeitos humanos e emite seu parecer.

Projeto de pesquisa : “Efeitos agudos e crénicos de curto prazo de vildagliptina sobre as fungdes
endotelial e microvascular, inflamagdo de baixo grau e estesse oxidativo em obesas diabéticas recém-

diagnosticadas
Pesquisador Responsavel: Luiz Guilherme Kraecmer
Instituicdio Responsdvel — Laboratorio de Pesquisa Clinica ¢ Experimental em Biologia

Vascular(BIOVASC)/ IBRAG/UERJ
Area do Conhecimento: 4.00 —Ciéncias da Saude

Sumario: Atualmente, os alimentos que consumimos apresentam um alto teor de gordura ¢ apos uma
refeigiio os niveis de lipideos, ou seja, gorduras, no sangue aumentam consideravelmente podendo causar
prejuizos aos vasos sanguineos. Este estudo tem como proposito avaliar, em individuos com diabetes , 0s
efeitos das drogas metformina ¢ a vildagliptina na fungdo vascular e no estresse oxidativo, apds uma
refeigdo rica em gordura. Estas drogas sdo liberadas pelo Ministério da Saide para uso em humanos e
amplamente utilizada para o tratamento de diabetes melittus tipo 2.

Objetivo: Avaliar, em individuos com diabetes , os efeitos das drogas metformina e a vildagliptina na
fungdo vascular e no estresse oxidativo, apés uma refeigdo rica em gordura.

Consideracgdes Finais: Apos debate entre os membros, a COEP considerou que o projeto de pesquisa
possui metodologia e objetivos claros e bem apresentados. O TCLE esta adequado para o
publico alvo, de acordo com as orientagdes da COEP. O cronograma ¢ adequado a proposta de
estudo.

Apés o cumprimento das exigéncias ao parecer 007/2013, a COEP considerou o projeto
aprovado.

Faz-se necessario apresentar Relatorio Anual - previste para fevereiro de 2014, para cumprir o disposto
no item VII 13.d da RES. 196/96/CNS. Além disso, a COEP devera ser informada de fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo, devendo o pesquisador apresentar justificativa, caso o projeto venha a
ser interrompido e/ou os resultados ndo sejam publicados.

Situacdo: Projeto Aprovado Rio de janeiro, 07 de fevereiro de 2013

o Worie Cod

Profa. Dra. Rosa M. E. Moreira da Costa
Coordenadora da Comissdo de Etica em Pesquisa/UERJ
Mat 34509-0
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido

CODIGO DO PACIENTE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
“Este documento foi elaborado de acordo com o acordo de Helsinki”

EFEITOS AGUDOS E CRONICOS DE CURTO-PRAZO DO GALVUS
(VILDAGLIPTINA) SOBRE AS FUNCOES
ENDOTELIAL E MICROVASCULAR, INFLAMACAO DE BAIXO-GRAU E
ESTRESSE OXIDATIVO EM OBESAS
DIABETICAS RECEM-DIAGNOSTICADAS: PAPEL DOS PEPTIDEOS
INTESTINAIS DURANTE A LIPEMIA POSPRANDIAL.
Local do estudo:
Laboratdrio de Pesquisa Clinica e Experimental em Biologia Vascular (BioVasc)
UERJ - Pavilhdao Reitor Haroldo Lisboa da Cunha, Rua Sdo Francisco Xavier, 524 / 104 —
térreo
- CEP: 20550-013 Rio de Janeiro - RJ
Telefone: (021) 2334-0703
Investigadores: Luiz Guilherme Kraemer de Aguiar, Eliete Bouskela, Amelio Godoy
Mattos, Maria
das Gracas Coelho de Souza, Alessandra Schiappacassa, Priscila Alves Maranhio,
Maria Aparecida Faria de Oliveira.

O (a) Pesquisador
) TSP me convidou a
participar deste projeto de pesquisa. Eu fui informado(a) que sou livre para aceitar ou nao
participar. Eu afiro que fui informado e entendi todos os itens descritos abaixo:

1. INFORMACAO SOBRE A MEDICACAO UTILIZADA DO ESTUDO

A metformina e a vildagliptina sdo drogas liberadas para uso em humanos pelo
Ministério da Satide para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2. A metformina reduz os
niveis da glicose (aglicar) no sangue através de diversos mecanismos, sendo o principal a
melhora da a¢do do hormoénio insulina nos tecidos. Este hormonio ¢ o principal responséavel
pelo metabolismo do agucar no sangue. A vildagliptina ¢ um medicamento que melhora da
secre¢do da insulina. Ela age inibindo uma enzima, a dipeptidilpeptidase- 4 (DPP-4) o que faz
com que outro homrdnio, o GLP-1, fique mais tempo circulando no sangue e isso acaba por
melhorar a secrecdo da insulina.

2. JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO E OBJETIVOS

Atualmente, ha um excesso do consumo de alimentos gordurosos. Estes alimentos
além de engordrem, causam em diabétidos alteragdes na circulagdo sanguinea, mais
especificamente nos vasos sanguineos por onde o sangue passa. Os medicamentos que serdo
empregados neste estudo podem ou ndo ter algum efeito nos vasos sanguineos quando um
diabético come alimentos gordurosos. E nosso objetivo € avaliar estes efeitos.

3. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO E SUAS CONSEQUENCIAS

A metformina 850mg/comprimido serd administrada na hora do almogo e do jantar por
30 dias. A vildagliptina 50mg/comprimido sera administrada as 10 horas e as 18 horas por 30
dias. Vocé ird receber apenas um destes remédios, € a selegio de qual ira utilizar sera ao acaso. A duragdo
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total da sua participagdo no estudo ¢ de aproximadamente 04 semanas num total de 04 visitas
médicas. Vocé também serd submetida a exames fisicos e testes complementares descritos
abaixo:

Visita de pré-selecdo (periodo de 15 dias prévios ao inicio do estudo): durante esta
consulta, o estudo serd explicado e vocé assinara um termo de consentimento confirmando a
sua participacdo. Sera submetida a um exame fisico (avaliagao do peso, altura, circunferéncia
abdominal e pressdo sanguinea). Recebera um pedido de exame de sangue.

Somente apds o resultado deste exame saberemos se vocé participara ou nao do
projeto. Vocé recebera contato telefonico assim que os exames estiverem prontos para
agendarmos sua nova consulta.

Consulta de inclusao (dia 0): Suas duvidas serdo novamente esclarecidas e se
preencher todos os critérios necessarios para sua participacao no estudo, vocé serd agendada
para a visita

Visita para exames (dia 1): Para esta visita vocé devera chegar ao BioVasc em jejum
de 8 horas. Sera coletada uma amostra de urina. Vocé ficard em repouso em uma sala
climatizada, deitada, para realizar o exame da pletismografia. Serdo colocados dispositivos no
seu braco, semelhantes a um aparelho de pressdo, com a finalidade de avaliarmos a sua
circulagcdo sanguinea. NA segunda parte do exame vocé fard uso de nitroglicerina em spray
sublingual. Este remédio causa uma dilatacdo leve dos vasos sanguineos ¢ ndo apresenta
qualquer tipo de risco para sua satide. Entretanto, algumas pessoas podem ter transitoriamente
dor de cabega, tonteiras, zumbido e pressdo baixa.

Apos este procedimento, UM CATETER VENOSO SERA INSERIDO EM SEU
BRACO, PODENDO CAUSARDESCONFORTO, MAS COM O UNICO OBJETIVO
de manter a veia para as coletas de sangue. Assim, VOCE SERA SUBMETIDA A APENAS
UMA PICADA DE AGULHA. Neste momento, vocé também

ira realizar a videocapilaroscopia, um exame indolor, no qual visualizamos seus vasos
sanguineos do dedo através de um microscopio. VOCE NAO PODERA CORTAR AS
CUTICULASDO DEDO DA MAO ESQUERDA

(DEDO DA ALIANCA DE CASAMENTO) POR TRESSEMANAS ANTES DO
EXAME.

Ao mesmo tempo, outro exame (laser-Doppler fluxometria) também sera realizado,
onde um adesivo ¢ colado no seu punho para avaliar o circulagdo da pele. Apds esses exames,
vocé recebera uma refeigdo gordurosa composta por 1 copo de leite integral com
achocolatado, 1 croissant com manteiga, 5 fatias de salame e 3 de queijo cheddar. Através
daquele cateter em sua veia serdo coletadas novas amostras de sangue aos 30, 60, 120 e 180
minutos e a videocapilaroscopia serd refeita. Aos 180 minutos, mais uma amostra de urina
serd coletada. Antes de sua partida, vocé recebera orientagdes meédicas para o uso do
medicamento para o diabetes.

Visita Intermediaria (dia 15): Nesta visita, sera realizada uma consulta médica para
avaliagdo do uso correto da medicagao e de efeitos colaterais.

Visita final e fim do tratamento (dia 30): Vocé sera reavaliada através dos mesmos
métodos da visita do dia 01. Ao término deste exame, vocé serd reencaminhada para o
ambulatorio de obesidade da Policlinica Piquet Carneiro.

4. RISCOS POTENCIAIS, INFORMACOES IMPORTANTES, SEGURANCA E
BENEFICIOS

A metformina ¢ usada hd muitos anos para tratar diabéticos. Entre seus principais
efeitos colaterais estdo a ocorréncia de diarréia, nauseas, dores abdominais e flatuléncia.
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Porém, se o aumento da dose da medicagao ¢ realizado gradualmente, esses efeitos quase nao
ocorrem. Enquanto a vildagliptina pode ocasionalmente causar desconforto gastrointestinal,
tonturas, dor de cabega, constipagdo e inchaco em maos, tornozelo ou pés.

Vocé deve evitar engravidar durante todo o periodo de estudo, utilizando
contraceptivos (como a camisinha). Essa questdo deve ser discutida com seu parceiro. O
médico devera manté-la informada de qualquer noticia nova referente ao medicamento que
voceé estd usando, que afete a sua seguranca. Vocé devera tomar o remédio do jeito certo. Tire
todas as suas duvidas com o médico e siga as instru¢cdes dadas pelos investigadores. Vocé
também nao deve tomar outro remédio durante o tratamento, exceto o prescrito pelo médico.
Caso tome, vocé deverd informar ao médico do estudo que usou um novo remédio.

O objetivo dessas recomendagdes € proteger vocé. Se vocé ndo respeitar essas
instrugdes, poderad ser excluida do estudo. Se for para o seu proprio bem o médico podera
exclui-la do estudo. Além disso, os membros investigadores podem interromper a pesquisa a
qualquer momento. Para seu proprio beneficio fisico, vocé devera ser submetido a um exame
fisico no final do estudo. A seguranca deste estudo ¢ oferecida por atendimento gratuito no
Hospital Universitario Pedro Ernesto e na Policlinica Piquet Carneiro. Além disso, vocé
receberd um seguro de saude vigente pelo tempo que vocé estiver participando do estudo.

Este estudo sera feito de acordo com principios estabelecidos por meio de declaragdes
de Helsinki e EMENDAS (2000), e de acordo com as Boas Praticas Clinicas (ICH/E6). Este
protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta instituigio. A
confidencialidade do estudo ¢ justificada pelo fato que o seu codigo de paciente (suas duas
iniciais ¢ um numero sequencial) ird aparecer em todos os documentos escritos durante o
estudo. Todas as informagdes serdo processadas por um computador ¢ poderdao ser checada
por autoridades de satude, de acordo com as leis. Vocé pode recusar-se a participar do estudo e
mesmo que decida participar, vocé pode desistir de continuar no estudo sem dar mais
explicacdes. Este fato ndo ird afetar o tratamento ¢ nem a relagio médico e paciente.
Entretanto, vocé deve comunicar sua decisiao a equipe do estudo.

SE VOCE TIVER QUALQUER DUVIDA SOBRE O ESTUDO, PERGUNTE
AO SEU MEDICO MAIS EXPLICACOES.

O PACIENTE ACIMA MENCIONADO RECEBEU TODAS AS
INFORMACOES SOBRE O ESTUDO.

DATA: / /

Assinatura (INVESTIGADOR)
Assinatura (PACIENTE):
Nome (letra de forma):
Endereco:

Tel.

Assinatura (TESTEMUNHA):
Nome (letra de forma):
Endereco:

Tel.
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ANEXO C - Divulgagao do projeto

PROJETO GRATUITO OFERECIDO PELA UERJ.

Se vocé € mulher, tem entre 19-50 anos,
esta obesa, urinando muito e com muita sede,

VOCE PODE ESTAR COM DIABETES!
PROJETO DE PESQUISA

Ou se voceé ja é diabética e obesa,
mas esta sem tratamento,

Marque uma consulta conosco!

. .. ; Atendimentos médicos e nutricional
oy sdo oferecidos gratuitamente.

Contatos: 2334-0703 (Eliza)
e-mail: projetonut@gmail.com

Projefo de Pesquisa COPER-UERJ n® 014/2013 BioVascUERJ




