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RESUMO

OLIVEIRA, L. C. S. L., M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2025. Efeito
do tratamento crénico com liraglutida no desenvolvimento da aterosclerose em
camundongas knockout para o receptor de LDL (LDLr ). Orientador(a): Dra.
Girlandia Alexandre Brasil Amorim; Co-orientador(a): Marcella Martins Terra

A Liraglutida € um analogo do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1),
amplamente utilizada no tratamento da Diabetes Mellitus tipo 2 e como adjuvante no
tratamento da obesidade, por promover diversas agdes no organismo como redug¢ao
do apetite e melhora na liberacédo e acao da insulina. Ja foram demonstrados efeitos
cardioprotetores, incluindo no desenvolvimento da aterosclerose. Entretanto, a
literatura ainda carece de estudos que avaliem o impacto da liraglutida em mulheres
e até o momento nenhum estudo avaliou os efeitos em fémeas no periodo pos-
menopausa e, se essas poderiam se beneficiar do tratamento caso tenham
propensdo ao desenvolvimento da aterosclerose. Deste modo, nosso objetivo &
avaliar o tratamento com liraglutida em camundongas knockout para receptor de LDL
(LDLr”) submetidas ou ndo a privagao de estrogénio. Para tanto, camundongas LDLr
I- e seus controles selvagens (C57) foram separadas em cinco grupos experimentais:
Wild Type (WT), Sham com salina (S), Sham com liraglutida (SL), Ovariectomizadas
com salina (O) e Ovariectomizadas com liraglutida (OL). Os grupos LDLr"- receberam
dieta hipercaldrica. O tratamento consistiu na administragdo subcuténea de liraglutida
na dose de 1,2 mg/kg/dia, dividida em duas doses diarias de 0,6 mg/kg/dia, por oito
semanas. Os resultados demonstraram que a liraglutida reduziu significativamente a
deposigao lipidica vascular, diminuiu a ingestéo calérica, preveniu o ganho de peso e
melhorou a tolerancia a glicose. Esses achados sugerem um potencial efeito
terapéutico da liraglutida na mitigagao dos efeitos deletérios associados a privagéao

de estrogénio e a predisposi¢ao ao desenvolvimento de aterosclerose.

Palavras-chave: GLP-1; menopausa; saude cardiovascular; aterosclerose;

ovariectomia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, L. C. S. L., M.Sc, Vila Velha University — ES, February 2025. Chronic
liraglutide treatment effect on atherosclerosis development in LDL receptor knockout
(LDLr -/-) mice. Advisor: Dr. Girlandia Alexandre Brasil Amorim; Co-advisor: Marcella

Martins Terra.

Liraglutide is a glucagon-like peptide-1 (GLP-1) analogue widely used in the treatment
of type 2 diabetes mellitus and as an adjunct in obesity management due to its multiple
actions, such as appetite reduction and improved insulin secretion and action.
Cardioprotective effects, including atherosclerosis prevention, have already been
demonstrated. However, the literature still lacks studies evaluating the impact of
liraglutide in females, particularly postmenopausal ones, to determine whether they
could benefit from treatment when predisposed to atherosclerosis. Therefore, this
study aimed to evaluate liraglutide treatment in LDL receptor knockout (LDLr-/-) mice,
with or without estrogen deprivation. LDLr-/- and wild-type (C57) mice were divided
into five experimental groups: Wild Type (WT), Sham with saline (S), Sham with
liraglutide (SL), Ovariectomized with saline (O), and Ovariectomized with liraglutide
(OL). LDLr-/- groups received a high-fat diet. The treatment consisted of subcutaneous
administration of liraglutide at a dose of 1.2 mg/kg/day, divided into two daily doses of
0.6 mg/kg/day, for eight weeks. The results showed that liraglutide significantly
reduced vascular lipid deposition, decreased caloric intake, prevented weight gain,
and improved glucose tolerance. These findings suggest the therapeutic potential of
liraglutide in mitigating the deleterious effects associated with estrogen deprivation

and predisposition to atherosclerosis development.

Keywords: GLP-; menopause; cardiovascular health; atherosclerosis; ovariectomy.



1.  INTRODUGAO

As doengas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) permanecem como a principal causa
de morte no mundo, sendo responsaveis por mais de 41 milhdes de Obitos anuais,
com destaque para as doengas cardiovasculares (DCVs), que representam
aproximadamente 44% dessas mortes (WHO, 2021). Diversos fatores contribuem
para o desenvolvimento das DCVs, incluindo predisposicdo genética, habitos
alimentares inadequados, sedentarismo e comorbidades como obesidade, que
desempenham papel significativo na progressao dessas condigdes (Hajar, 2016; Roth
et al., 2020).

Entre as DCVs, a aterosclerose € uma das mais prevalentes, caracterizada como uma
doenca inflamatdria crénica que envolve o acumulo de lipidios nas paredes arteriais,
aumento do estresse oxidativo e disfungao endotelial (Emini Veseli et al., 2017; Libby
et al., 2019). Sua progressao pode levar ao comprometimento da circulagéo
coronariana, causando sindromes coronarianas agudas, como infarto do miocardio,
além de complicacbes como acidente vascular cerebral isquémico e aneurismas da
aorta abdominal (Ajoolabady et al., 2024).

Aspectos hormonais também influenciam o desenvolvimento das DCVs. Homens
apresentam maior predisposicao as DCVs em relacdo as mulheres em idade fértil,
devido aos efeitos protetores do estrogénio (Colafella & Denton, 2018). Contudo, essa
protecao é reduzida apds a menopausa, quando a mulher tem a ultima menstruacao.
Periodo em que ocorre uma queda acentuada na produgcdo de estrogénio,
equiparando o risco de DCVs entre homens e mulheres (Newson, 2018). Essa relagéo

reforga a hipétese do estrogénio como agente cardioprotetor (Davis et al., 2015).

Embora as terapias de reposi¢gdo hormonal (TRH) tenham sido avaliadas como
estratégias de cardioprotec¢ao, seus beneficios sdo controversos devido a associagéo
com riscos, como o desenvolvimento de cancer e eventos tromboembdlicos (Lobo,
2017). Por isso, a busca por alternativas terapéuticas seguras e eficazes é
fundamental, especialmente para mulheres na menopausa (Thaung Zaw et al., 2018).
Nesse contexto, os analogos do GLP-1, como a liraglutida, inicialmente utilizados no

tratamento do diabetes mellitus tipo 2 e obesidade, tém despertado interesse por seus



multiplos efeitos benéficos, incluindo a melhora na sensibilidade a insulina, redugao
do apetite e perda de peso (Bays et al., 2017; Nauck & Meier, 2018). Além de sua
acao sobre a glicemia, a liraglutida tem demonstrado potencial na melhora do perfil
lipidico, com reducao de triglicerideos e lipoproteinas de baixa densidade (LDL), além
do aumento de HDL, contribuindo para uma melhor saude cardiovascular (Marso et
al., 2016; Ussher & Drucker, 2012).

Estudos experimentais em animais, utilizando camundongos LDLr"~ e ApoE
submetidos a dietas hiperlipidicas mostram que a liraglutida reduz a deposicéo lipidica
nas artérias e o peso corporal, além de atenuar a inflamacédo vascular, fatores
diretamente relacionados a progressao da aterosclerose (Rakipovski et al., 2018; Wu
et al., 2019).

Além disso, um estudo avaliou os efeitos da liraglutida no metabolismo lipidico e de
carboidratos em ratas ovariectomizadas, demonstraram melhora na sensibilidade a
insulina e o perfil lipidico, sugerindo um potencial terapéutico para mulheres na pos-

menopausa.

Apesar desses dados promissores, a literatura ainda carece de estudos sobre os
efeitos da liraglutida em modelos femininos, particularmente em condi¢gdes de
menopausa. Nossa hipétese € que o tratamento com liraglutida promove beneficios
cardiovasculares significativos em fémeas geneticamente predispostas a
aterosclerose e na menopausa, contribuindo para a reducéo do risco cardiovascular

nessa populagao.

2. FUNDAMENAGAO TEORICA
2.1. Doencgas Cardiovasculares e fatores envolvidos

As doencas cardiovasculares (DCVs) representam um desafio global de saude, com
etiologia multifatorial complexa, onde fatores de risco modificaveis, como o estilo de
vida, desempenham um papel crucial. A obesidade emerge como um fator de risco
proeminente, embora a influéncia de fatores genéticos e hormonais também mereca

consideracao (Teo & Rafig, 2021).



Dentre os diversos mecanismos envolvidos no desenvolvimento das DCVs,
destacam-se os fatores humorais, com énfase na ativacdo do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA), um participante fundamental nos processos
cardiovasculares. A hipertensao arterial, um fator de risco modificavel de grande
relevancia nesses pacientes, ilustra a importancia do SRAA (Fountain et al., 2023). A
literatura cientifica demonstra que o SRAA tecidual desempenha um papel
significativo no desenvolvimento de doengas como a aterosclerose (Montecucco et
al., 2009; Poznyak et al., 2021).

Outro aspecto crucial a ser considerado, € o estresse oxidativo, que resulta de um
desequilibrio entre a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a atividade
de agentes antioxidantes (Albertini et al., 2022). As EROS sao geradas
fisiologicamente durante o metabolismo aerdbio, nos vasos sanguineos diretamente
no endotélio e 0 organismo tem mecanismos para elimina-los, os chamados sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos, que incluem enzimas como superéoxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (Jomova et al., 2024; Rashid et
al., 2013).

A exposicao crescente a fatores que favorecem o aparecimento de ROS, como
drogas, toxinas e metais, pode sobrecarregar o sistema antioxidante enddgeno,
levando a um estado de estresse oxidativo prejudicial a saude (Rashid et al., 2013).
O excesso de ROS pode causar danos a proteinas, lipideos e DNA, contribuindo para
o desenvolvimento de doengas crénicas nao transmissiveis (DCNT), especialmente
as DCVs (Chaudhary et al., 2023).

Estudos recentes revelam que a formagdao de EROS atua como um indutor de
mediadores inflamatdrios, e a inflamagcdo desempenha um papel na disfuncao
endotelial subjacente a patogénese da DCV, obesidade e Diabetes Mellitus tipo 2
(Hseu et al., 2014; Senoner & Dichtl, 2019). As EROS também est&o envolvidas na
ativacao de vias inflamatorias, como NF-kB e Nrf2, resultando na expressao de genes
que codificam moléculas pro-inflamatérias associadas a disfuncao endotelial, como
TNF-qa, IL-1B, IL-6 e IFN-y (Marchio et al., 2019).



A obesidade, especialmente a obesidade visceral, € um fator de risco independente
para DCVs, estando associada a resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensao e
inflamacgao cronica de baixo grau (Ormazabal et al., 2018; Parto & Lavie, 2017;
Tramunt et al., 2020). O tecido adiposo, considerado um 6rgdo de armazenamento
de energia, é agora reconhecido como um 6rgéo endocrino ativo, capaz de secretar
adipocinas, como TNF-a, IL-6 e leptina, que podem modular a sensibilidade a insulina

e a inflamacgao (Rosen & Spiegelman, 2014).

A inflamacéo crbnica de baixo grau, caracteristica da obesidade, pode contribuir para
o desenvolvimento da resisténcia a insulina, disfuncdo endotelial e aterosclerose
(Hotamisligil, 2017). Destacando que a inflamacdo e o estresse oxidativo sao
reconhecidos como fatores-chave nas complicagdes da aterosclerose e demais DCVs
(Marchio et al., 2019).

2.2. Aterosclerose e sua patogénese

A aterosclerose € uma doenga inflamatdria sistémica progressiva, caracterizada pelo
acumulo de lipidios na camada intima arterial, frequentemente iniciado por insultos
ao endotélio vascular (Basatemur et al., 2019). A sua patogénese e progressao
envolve a interagcdo de multiplos elementos, incluindo fragdes lipidicas, células
endoteliais, citocinas, enzimas e células mononucleares circulantes. Essas interacoes
culminam em diversos eventos desde a infiltragao lipidica, a disfungcdo endotelial,
respostas inflamatdrias e proliferativas, agregacao plaquetaria e trombose (Lu et al.,
2022).

Inicialmente um dano endotelial € o primeiro passo mediador da fase inicial da
aterosclerose. Condigdes como hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus,
sindrome metabdlica, tabagismo e inatividade fisica podem induzir disfungéo
endotelial, resultando em senescéncia e apoptose dessas células, que estdo
associados tanto ao inicio quanto a progressao e a eventual ruptura das placas
ateroscleroticas (Kronzon & Tunick, 2006; Poznyak et al., 2021). Essa disfungdo no

endotélio aumenta a expressao de moléculas inflamatdrias, e eleva a permeabilidade



vascular, favorecendo a infiltragdo de lipoproteinas na camada subintima (Lu et al.,
2022).

Ao penetrarem no endotélio as lipoproteinas, principalmente a lipoproteina de baixa
densidade (LDL), se acumula no subendotélio da parede vascular por meio de
transcitose, onde sofrem modificagdo oxidativa mediada por células musculares lisas
vasculares, mondcitos e células endoteliais, promovendo assim a formacgao de LDL
oxidado (ox-LDL). O acumulo excessivo do Ox-LDL, aumenta ainda mais o dano
endotelial, estimulando o recrutamento de mondcitos, que migram para as lesdes
aterosclerotica. Apos infiltrarem através do endotélio, diferenciam-se em macrofagos,
que por meio da expressao positiva de receptores scavenger englobam as particulas
ox-LDLs (Feingold, 2022).

Assim como, o processo inflamatério promove a migragcéo de células musculares lisas
vasculares (SMCs) para o espago subendotelial, onde se proliferam
exacerbadamente e secretam proteinas da matriz extracelular (Fuster et al., 2012;
Owsiany et al., 2022). Desta forma, o aumento dos niveis de colesterol em
macrofagos e células musculares lisas, levando a formagdo das chamadas células
espumosas. Essas por sua vez, amplificando o desenvolvimento da placa, evoluindo
para necrose celular, aumento da liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias,
exacerbacéo da placa de ateroma, promovendo assim um ciclo inflamatério (Figura
1; Dhanasekara et al., 2021; Sakakura et al., 2013; Wu et al., 2017).
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Figura 1: Esquema representativo da progressao da aterosclerose (Vaart et al., 2024).

A progressdo da placa, pode promover espessamento intimo e estreitamento
progressivo do lumen vascular, podendo resultar em oclus&o do vaso, formagéo de
trombos (Libby et al., 2019; Poznyak et al., 2021). As placas também sao altamente
instaveis, devido a composigcao de suas capas fibrosas finas e com acumulo de calcio,
apresentando maior risco de ruptura. A sua ruptura pode acarretar em complicacoes,
conduzindo a eventos cardiacos, com manifesta¢des clinicas graves incluindo o

infarto do miocardio e acidente vascular (Ajoolabady et al., 2024; Libby, 2013).

2.3. Horménios sexuais femininos e sistema cardiovascular

Doencgas cardiovasculares (DCV) s&o a principal causa de morte em homens e
mulheres no mundo, com uma carga de doenga crescente em paises de baixa e
média renda. Apesar dos avancos no conhecimento, tratamento e intervencoes, a
mortalidade por DCV, inclusive, tem aumentado em alguns paises de alta renda,
sinalizando que as estratégias de prevencéo e controle podem ser insuficientes para
ambos os sexos (Roth et al., 2020). Entende-se que diversos s&o os fatores de risco
para o desenvolvimento de DCVs como a aterosclerose ao longo da vida, desde
aspectos demogréficos, incluindo diversidade étnica, ndo podendo ser ignorado o
impacto direto de fatores hormonais e diferengcas de sexo (Benjamin et al., 2017;
Colafella & Denton, 2018).



Estudos indicam que as mulheres apresentam um atraso no inicio da doenca
aterosclerdtica em comparacdo aos homens, o que pode ser atribuido a fatores
hormonais e diferencas bioldgicas intrinsecas (Benjamin et al., 2017; Colafella &
Denton, 2018; Libby et al., 2019; Rabi et al., 2008). Em geral, a manifestacéo de
doencas arteriais coronarianas ocorre de 10 a 15 anos mais tarde nas mulheres,
evidenciando um padrao diferenciado de risco cardiovascular entre os sexos (Sato et
al., 2022).

Entretanto as mulheres tendem a igualar os homens no periodo da perimenopausa,
ou seja, quando ha a redugado abrupta da produgdo de horménios femininos, em
especial o estrogénio, acarretando em um aumento do risco de desenvolvimento de
DCVs. Tendo em vista essa observagao se infere que o estrogénio promove efeito
cardioprotetor, sendo importante para a saude cardiovascular de mulheres (Zhu et al.,
2004; Rosano et al., 2007; Yang & Reckelhoff, 2011; Newson, 2018).

Estas evidéncias estdo de acordo com relatos, sugerindo que os horménios sexuais
ovarianos desempenham um papel cardioprotetor em mulheres, visto que na pré-
menopausa elas tém menor risco e incidéncia de hipertensdo e DCV em comparacao
a homens na mesma idade e mulheres na fase pdés-menopausa, onde a produgao

desses hormoénios é reduzida (X.-P. Yang & Reckelhoff, 2011).

Os estrogénios, hormdnios sexuais femininos, desempenham papéis cruciais na
fisiologia feminina, regulando o desenvolvimento sexual, a reprodugcdo e a
homeostase de diversos sistemas organicos. O 17B-estradiol (E2) € o principal
estrogénio endogeno e é sintetizado nos ovarios a partir do colesterol, em uma via
biossintética que envolve a aromatizagdo de androgénios (Gruber et al., 2002; Miller
& Auchus, 2010). Apds sua producao, o E2 é secretado na circulagao e distribuido
aos tecidos-alvo, onde se liga a proteinas transportadoras como a globulina ligadora
de horménios sexuais (SHBG) e a albumina (Labrie et al., 2003).

Além do E2, a estrona (E1) e o estriol (E3) também sdo estrogénios endbégenos

importantes. Esses horménios e seus metabdlitos sofrem um intenso metabolismo
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hepatico e renal, envolvendo reagdes de fase | (hidroxilagdo, oxidagao, redugéo) e
fase Il (conjugacdo), que resultam em uma grande variedade de metabdlitos com

diferentes atividades bioldgicas (Santen et al., 2015).

Os metabdlitos dos estrogénios podem apresentar atividades bioldgicas distintas dos
horménios esteroidais originais. Enquanto alguns metabdlitos hidroxilados, como a
16a-hidroxiestrona, tém sido associados a um risco aumentado de cancer de mama
devido as suas propriedades genotdxicas (Cavalieri & Rogan, 2016), e antioxidantes,

com potencial protetor contra doengas cardiovasculares (Ventura-Clapier et al., 2019).

O estrogénio tem sido amplamente estudado por seu papel na protecéo
cardiovascular (Dworatzek & Mahmoodzadeh, 2017). A diminuicdo dos niveis de
estrogénio apds a menopausa esta associada a um aumento significativo no risco de
DCVs, corroborando a hipotese de um efeito cardioprotetor do estrogénio (Davis et
al.,, 2015). Os mecanismos pelos quais o0 estrogénio exerce seus efeitos
cardioprotetores sdo complexos e multifatoriais. Estudos recentes sugerem que o
estrogénio atua em diversos niveis, incluindo a modulagdo da fungdo endotelial, a
regulagao da presséo arterial e a redugao da inflamacéo e do estresse oxidativo (lorga
et al., 2017).

Especificamente, o 17B-estradiol (E2) modula diversas atividades dependentes de
calcio nos tecidos cardiovasculares, atuando através dos receptores de estrogénio a
(ERa) e B (ERB) e do receptor de estrogénio acoplado receptor de estrogénio
acoplado a proteina G 1 (GPER), promovendo assim a regulagao da fungao contratil
cardiaca (Aryan et al., 2020). Além disso, o E2 tem sido associado a um aumento da
producédo de 6xido nitrico (NO), um potente vasodilatador, e a redugéo da expressao
de endotelina-1 (ET-1), um potente vasoconstritor. Essas agdes contribuem para o

relaxamento vascular e a melhoria do fluxo sanguineo (Kodogo et al., 2019).

Os estrogénios exercem também um papel fundamental na regulagdo da resposta
inflamatéria. Ao interagir com receptores especificos em células imunes, como

macrofagos e mondcitos, os estrogénios modulam a produgdo de citocinas e
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quimiocinas, influenciando a atividade dessas células (De Paoli et al., 2021; Ribon-
Demars et al., 2019).

Além disso, o estrogénio desempenha um papel crucial na regulagédo do estresse
oxidativo. Estudos em modelos animais demonstraram que a ovariectomia, que induz
a deficiéncia de estrogénio, leva a um aumento da atividade da NADPH oxidase, uma
enzima que produz espécies reativas de oxigénio (EROs) e contribui para o dano

oxidativo celular (Matta et al., 2023).

A deficiéncia de estrogénio, caracteristica da menopausa, esta associada a
alteragdes significativas no perfil inflamatério. Mulheres na pds-menopausa
apresentam um aumento na contagem de linfocitos e mondécitos, niveis elevados de
citocinas pré-inflamatérias e um maior numero de células senescentes, o que contribui
para uma fungdo imune prejudicada em comparagdo com mulheres na pré-

menopausa (Abildgaard et al., 2020; Cushman et al., 1999).

A menopausa, um processo fisioldgico natural, é caracterizada pela perda da fungao
dos foliculos ovarianos, redugao da producdo de horménios ovarianos e cessagao
permanente da menstruagao, geralmente ocorrendo em torno dos 52 anos (Nair et
al., 2021). As mudancgas nos niveis dos horménios sexuais desempenham um papel
significativo no metabolismo lipidico, influenciando a distribuigdo de gordura corporal
e 0 ganho de peso, fatores que aumentam a predisposicdo a obesidade e,
consequentemente, ao risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(DCVs) (Bourgonije et al., 2020).

Desta forma, entendo que a aterosclerose é um processo inflamatério crénico
caracterizada pelo acumulo de lipidios nas artérias, assim como o crescente niumero
de evidéncias que sugerem a relagdo da deficiéncia de estrogénio, observada na
menopausa, € 0 seu papel crucial na progressdo da aterosclerose (Cagnina et al.,
1999; Mendelsohn & Karas, 2005).

A hipotese de que a deficiéncia de estrogénio exacerba a aterosclerose tem sido

utilizada para investigar os efeitos da privagao de estrogénio em diversos estudos em
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modelos animais. A ovariectomia (OVX), um procedimento cirurgico que remove 0s
ovarios e, consequentemente, reduz os niveis de estrogénio, € amplamente utilizada
como modelo experimental para estudar os efeitos da deficiéncia hormonal na
aterogénese (Costa-Beber et al., 2021; lorga et al., 2017; Lv et al., 2023). Sendo
assim, um modelo experimental aceito para estudar as alteragdes aterosclerédticas
associadas a deficiéncia de estrogénio simulando as condigbes metabdlicas e

inflamatorias observadas em mulheres na pés-menopausa (Yang et al., 2019).

A terapia de reposigao hormonal (TRH) foi introduzida na pratica clinica na década de
1940, inicialmente com o objetivo de reduzir a incidéncia de doencgas
cardiovasculares. Desde entdo, a TRH passou por inumeras alteracdes e continua
sendo um tema amplamente debatido (Lobo, 2017). No entanto, as terapias baseadas
na reposi¢cao de estrogénio em mulheres pos-menopausicas tém sido associadas a
riscos aumentados de desenvolvimento de outras condicbes, como o cancer
alternativas que oferecam protecdo cardiovascular com menos efeitos adversos
tornou-se essencial. Nesse contexto, o uso de analogos das incretinas, ou
incretinomiméticos, apresenta-se como uma abordagem promissora, devido aos seus

beneficios cardiovasculares comprovados e a boa tolerabilidade.

24. Agonistas do GLP-1

As incretinas sdo uma classe de peptideos produzidos e liberados pelas células L
intestinais, frente a chegada de alimentos na luz do intestino (Elliott et al., 1993). A
sua liberacdo ocorre de forma diretamente proporcional a quantidade de glicose
presente na refei¢cdo, tendo em vista o seu efeito primeiramente descrito que foi a de

melhorar a sinalizagao da insulina no organismo (Campbell & Drucker, 2013).

Nesse sentido, duas incretinas tiveram a sua fisiologia melhor descritas, o peptideo
insulinotrépico dependente de glicose (GIP) e o peptideo semelhante ao glucagon-1
(GLP-1), ambos tém efeito direto sobre a liberagdo da insulina pelas células beta-
pancreaticas e, ainda alteram a acao da insulina nos tecidos-alvo, exercendo um

papel crucial na homeostase da glicose (Nauck & Meier, 2018).
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O GLP-1 é um hormdnio composto por 30 aminoacidos, e é secretado principalmente
pelas células L localizadas no ileo, colon e jejuno. A presenga de glicose na luz
intestinal estimula a secrecdo de GLP-1, sendo liberado na circulacdo dentro de 3 a

5 minutos apds o consumo alimentar (Drucker, 2016; Holst & Rosenkilde, 2020).

Essa liberacao é exercida mediante a interacdo com os receptores de GLP-1 situados
nas membranas das células B, desencadeando a ativagao da adenilato ciclase e
aumento dos niveis intracelulares de monofosfato de adenosina ciclico intracelular
(AMPc) e da concentracao de calcio intracelular, consequentemente, leva a ativagcédo
da proteina quinase A (PKA), que promovem a inibicdo dos canais retificadores
tardios e, assim, leva a secreg¢ao de insulina (Figura 2; Kalra et al., 2019).
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Figura 2: Mecanismos moleculares de agdo do GLP-1 nas células 3 pancreaticas (Sheth et
al., 2023).

Além de estimular a liberagéo de insulina de forma glicose-dependente, o GLP-1 leva
a melhora da sensibilidade a glicose em células beta resistentes, promove a
proliferacdo celular e a reducao da apoptose de células beta-pancreaticas, levando
assim, a uma melhora global na produgao e liberagdo do horménio insulina (Alavi &
Ebrahimi Shahmabadi, 2021; Campbell & Drucker, 2013). Assim como, reduz a

secrecdo de glucagon, estimula o centro de saciedade no sistema nervoso central,
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retarda o esvaziamento gastrico, diminui a motilidade intestinal, promovendo assim

uma reducdo na ingestado alimentar (Nauck et al., 2021).

Além dessas acdes pode-se destacar que o GLP-1 tem ag¢des em diferentes tecidos
e que seus efeitos independentes da glicemia s&o diversos (Kalra et al., 2019).
Entretanto, gragas a sua proeminente agao sobre o metabolismo da glicose e a agéo
da insulina, propuseram o desenvolvimento de agonistas do receptor GLP-1 (GLP-
1R) para o tratamento do diabetes tipo 2 (DT2) e, posteriormente, da obesidade
(Nauck & Meier, 2018).

Um fator limitante, entretanto, é que a meia-vida da molécula de GLP-1 endbgeno é
extremamente curta, aproximadamente 2 minutos, devido a sua rapida degradacgéao
pela enzima dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) e subsequente excregdo renal. sua
eficacia terapéutica em aplicagdes clinicas (Drucker & Nauck, 2006).Para superar
essa limitagao, foram desenvolvidos analogos do GLP-1 que sao resistentes a agéo
da DPP-4. Esses analogos tém demonstrado eficacia no tratamento do diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), oferecendo uma alternativa terapéutica capaz de prolongar os
efeitos do GLP-1 enddgeno (Sharma et al., 2018; Sun et al., 2015).

2.5. Liraglutida e Doencgas cardiovasculares

Dentre os analogos sintéticos que foram testados para irem ao mercado, encontra-se
a Liraglutida (NN2211) (Victoza®), agonista pleno dos receptores de GLP-1, que
possui homologia de 97% dos aminoacidos presentes no GLP-1 humano, a
modificagao farmacéutica realizada foi a adigdo de uma cadeia com um acido graxo
(acido palmitico) que é ligado a um acido glutdmico na posi¢do 26 bem como a
substituicdo de um aminoacido lisina por uma arginina na posicao 34 na cadeia
polipeptidica (Figura 3), essas modificagbes possibilitaram que a liraglutida consiga
ser transportada na circulagdo associada a hemoglobina, aumentando assim a sua
meia-vida plasmatica para até 13 horas apos a administragdo subcutanea (Jacobsen
et al., 2016; Sharma et al., 2018).
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Figura 3: Representagdo esquematica da molécula de Liraglutida. Adaptado de (Popoviciu
et al, 2023).

Além disso, a ligagao reversivel do acido palmitico a albumina plasmatica, com uma
taxa de ligagcao de aproximadamente 99%, contribui para retardar a degradacgao pela
enzima DPP-4 e a eliminagdo renal. Esse mecanismo prolonga significativamente a
acao da liraglutida, permitindo um perfil farmacolégico adequado para administragéo
subcutanea em dose unica diaria. Assim as modificacdes estruturais em sua molécula
conferem maior estabilidade e duracdo de agao, tornando-a uma opgao eficaz no
tratamento de diabetes mellitus tipo 2 (Jacobsen et al., 2016; Plum et al., 2013;
Sharma et al., 2018).

Devido a acgao central das incretinas, a liraglutida promove a redugédo do consumo
alimentar ao induzir sensacdo de saciedade. Como resultado, sua administragao
contribui para a perda de peso, independentemente de sua influéncia na reducéo da
glicemia. Esse efeito é particularmente relevante, dado que a maioria dos pacientes
com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) apresenta sobrepeso ou obesidade, condi¢des
que estdo intimamente associadas a maior resisténcia a insulina. Dessa forma, a
perda de peso torna-se um marco crucial no manejo e controle da doenga (Knudsen,
2010; Wu et al., 2019).

Frente aos resultados positivos na perda de peso, a liraglutida e outros analogos das
incretinas tém sido indicados como alternativas promissoras no tratamento da
obesidade, do reganho de peso apds a cirurgia bariatrica e de outras condigbes que
demandam emagrecimento (Raun et al., 2007; Vinciguerra et al., 2024). A obesidade,
considerada uma epidemia global (Bluher, 2019; Jaacks et al.,, 2019), com

implicagbes complexas para os individuos, tendo em vista que por se tratar de uma
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condigdo multifatorial, seus desdobramentos também se tornam diversos. Essa
condicdo aumenta o risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
doengas cardiovasculares (DCVs), dislipidemias e outras desordens metabdlicas,

predispondo os pacientes a complicagdes graves associadas a essas patologias
(Kivimaki et al., 2017).

Wei e Majsov (1995) inicialmente sugeriram que o GLP-1 poderia exercer efeitos além
do pancreas, apos identificarem a expressdo de mRNA do receptor de GLP-1 (GLP-
1R) em diversos 6rgaos, incluindo pulmdes, cérebro, rins, estbmago e coragcdo em
humanos. Subsequentemente, ficou evidente que o GLP-1R é amplamente expresso
em tecidos extra-pancreaticos, como o trato gastrointestinal, coracéo, pulmdes, rins e
cérebro, reforcando a natureza multifuncional desse receptor e suas potenciais
implicagdes terapéuticas (Figura 4; Kalra et al., 2019a; Knudsen, 2010)
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Figura 4: Orgdos-alvo do GLP-1 e seus agonistas e sua acdo no organismo. Adaptado de
(Kalra et al., 2019).

Estudos ja demonstram que os receptores de GLP-1 (GLP-1R) estdo presentes
também no endotélio e no musculo liso vascular, onde desempenham um papel
fundamental, como na estimulag&o da sintese de 6xido nitrico (NO) (Helmstadter et
al., 2020; Pyke et al., 2014). O NO é um agente vasodilatador arteriolar crucial, e sua
producado contribui para os beneficios cardiovasculares associados a liraglutida.

Esses beneficios incluem reducao da pressao arterial, diminuicdo da area de infarto
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e retardamento da progressao da aterosclerose (Bisgaard et al., 2016; Hoang et al.,
2015; Qiao et al., 2018).

Ensaios clinicos projetados para avaliar a seguranga cardiovascular de analogos de
GLP-1, como no estudo LEADER (Liraglutide Effect and Action in Diabetes Evaluation
of Cardiovascular Outcome Results), mostraram que agonistas de GLP-1R de acéo
prolongada, como a liraglutida, reduziram significativamente o risco de eventos
cardiovasculares e mortalidade em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e
alto risco cardiovascular (Marso et al., 2016). Embora os mecanismos exatos ainda
nao sejam claros, sugere-se que a reducao da inflamagédo cardiaca e vascular
contribua significativamente para esses efeitos cardioprotetores promovidos pelos
analogos do GLP-1 (Drucker, 2016).

Resultados cardiovasculares positivos da liraglutida foram relatados em estudos
experimentais (Han et al., 2019; Helmstadter et al., 2020; Hoang et al., 2015; Jojima
et al., 2017). Em modelos de aterosclerose em camundongos, a liraglutida retardou
sua progressao independentemente do controle glicémico (Jojima et al., 2017). Da
mesma forma, Helmstadter et al. (2020) demonstraram que a liraglutida reduziu a
aterosclerose em camundongos hipertensos nao diabéticos por meio da ativagao do
receptor de GLP-1 (GLP-1R) nas células endoteliais. Além disso, foi observado que a
liraglutida melhorou a disfung&o vascular (Han et al., 2019) e reduziu a fibrose e
disfuncdo cardiaca em ratos (Zheng et al., 2019).

Rakipovski et al. (2018) analisaram os efeitos da liraglutida e da semaglutida em
modelos de camundongos LDLr- e ApoE, tratados com dieta ocidental por 14
semanas no modelo ApoE e 17 semanas no LDLr"-. O tratamento reduziu a deposigdo
lipidica, os niveis de triglicerideos e o peso corporal, além de diminuir a inflamagao
nos animais. Esses estudos, no entanto, avaliam predominantemente camundongos
machos, limitando as conclusbées quanto as diferencas sexuais nos efeitos

cardiovasculares.

Apesar dos dados recentemente publicados serem promissores, ainda sdo escassos

os estudos que avaliam os efeitos dessas drogas em mulheres no periodo pos-
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menopausa e, se essas mulheres poderiam se beneficiar do tratamento com as

incretinas caso tenham propens&o ao desenvolvimento da aterosclerose.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Determinar o impacto do tratamento crénico com Liraglutida sobre o desenvolvimento
da placa de ateroma e parametros bioquimicos em camundongas com predisposi¢céo
genética ao desenvolvimento da aterosclerose (Knockout LDLr”) submetidas a

privagao de estrogénio.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do tratamento com liraglutida sobre os seguintes parametros:
Ganho de peso;
Ingestao caldrica
Depdsitos de gordura corporal;
Deposicao lipidica vascular;
Glicemia em jejum e teste de tolerancia a glicose (TTG);
Perfil lipidico.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizadas camundongas Knockout para receptor de colesterol LDL (LDLr"") e
C57BL/6 com 2 a 3 meses de idade. Os animais foram fornecidos pelo Laboratério de
Acompanhamento Experimental do Complexo Biopraticas — UVV. Os mesmos foram
mantidos em gaiolas coletivas (5 animais/gaiola) com a dgua e comida ad libitum, com
temperatura e umidade controladas e ciclo de claro-escuro de 12 horas. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de Vila Velha
(CEUA-UVV, Protocolo n° 668/2023) e todos os procedimentos experimentais
ocorreram seguindo as regras do guia para o cuidado e uso de animais de laboratério

publicado pelo Instituto Nacional de Saude dos EUA.
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4.2 Protocolo Experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos experimentais: (1) Wild
Type (WT; n=10); (2) Sham + Salina (S; n=10); (3) Sham + Liraglutida (SL; n=11); (4)
OVX + Salina (O; n=9); e (5) OVX + Liraglutida (OL; n=13). Os animais WT receberam
dieta padrdo para biotérios (Racdo para biotérios, Alinutri®), enquanto os demais
grupos, geneticamente modificados LDLr”, foram submetidos a uma dieta
hipercaldrica, rica em sacarose e lipidios, com composi¢cdo de 16,9% de proteina,
42,8% de carboidratos e 40,3% de lipidios (Western Diet 0,15% Colesterol -
Pragsolucdes Biociéncias®).

Os animais dos grupos Sham (S e SL) foram submetidos a cirurgia ficticia, enquanto
os grupos O e OL foram submetidos a ovariectomia bilateral (OVX). Vinte e quatro
horas apos as cirurgias, iniciou-se o tratamento e a dieta, mantidos por 8 semanas.
Os grupos tratados com liraglutida (SL e OL) receberam 1,2 mg/kg/dia de liraglutida
(Victoza® Novo Nordisk), administrados por via subcutanea, divididos em duas doses
diarias de 0,6 mg/kg/dia (Abdelaziz et al., 2019). Os grupos controle, tratados com
veiculo (S e O), receberam injegcdes subcuténeas de solugéo salina (NaCl 0,9%) em

volume equivalente ao utilizado nos grupos tratados com liraglutida.

Na ultima semana no tratamento os animais foram submetidos ao teste de tolerancia
a glicose, tiveram seu ciclo estral avaliado. Ao término das 8 semanas, os animais,
apos anestesiados, foram eutanasiados por exsanguinagado por puncgao cardiada e

realizada a coleta de sangue e tecidos.

4.3 Procedimentos Cirargicos De Ovariectomia

Para a ovariectomia os animais foram anestesiados com Quetamina e Xilasina (80 e
10 mg/kg, intraperitoneal; |.P). Apos a tricotomia da area abdominal, os animais foram
mantidos em decubito dorsal e uma pequena incisdo foi realizada, o tecido
subcutaneo e o musculo foram dissecados, permitindo localizagcdo dos ovarios e das

trompas de falopio. Os ovarios foram entao retirados e a ligadura das trompas uterinas
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realizada. O musculo e a pele foram suturados com fio absorvivel de nylon

monofilamentado 4,0 (Procare®).

Ao final do procedimento os animais foram acomodados em gaiolas individuais até a
recuperagédo total. Os grupos SHAM, foram submetidos ao mesmo estresse do
procedimento, sendo realizada uma incisdo na parede abdominal, sob o0 mesmo
procedimento anestésico, porém sem a remogao dos ovarios (Lamas et al. 2015). Foi
administrado dipirona liquida, na dosagem de 12 gotas (equivalente a 500 mg/ml),
diluida em agua, por via oral, por 3 dias para controle da dor pés-operatéria. A dose
diaria foi calculada com base na dose terapéutica recomendada para camundongos,

conforme o protocolo de analgesia (Flecknell, 2015).

4.4 Determinacao Da Fase Do Ciclo Estral

A determinagao do ciclo estral foi realizada por meio da analise microscopica de
esfregacos vaginais a fresco. Para a determinacgao da fase, trés tipos celulares foram
avaliados, a células arredondadas nucleadas, as células maduras cornificadas e os
leucdcitos. Para tanto, o fluido vaginal foi coletado por meio de micro pipetas plasticas
contendo 20uL de solugao salina (NaCl 0,9%), o conteudo coletado foi transferido
para laminas de vidro, corado com uma gota de lugol e sobreposto com laminula para
posterior observagdo em microscépio otico (Leica DM500) em aumento de 10x e 40x.
Este procedimento foi realizado diariamente, pelo mesmo pesquisador, durante 7 a
10 dias prévios ao término do experimento, no mesmo periodo do dia (8:00 - 10:00
AM) (Marcondes et al., 2002). As eutanasias foram realizadas nos animais dos grupos
SHAM apenas quando elas se encontravam no estro. Os animais ovariectomizados

(O e OL) encontravam-se todos em diestro, confirmando assim a ovariectomia.

4.5 Teste De Tolerancia A Glicose (Ttg)

Apos jejum de aproximadamente 12 horas, conforme descrito previamente por Sousa
et al. (2017), a glicose (2g /kg, i.p.) foi administrada e a dosagem da glicemia foi
determinado através glicosimetro (OnCall Plus Il, Acon®) utilizando de amostras de
sangue da cauda dos animais, nos tempos 0, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos apos a
administragao da glicose.
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4.6 Ganho De Peso Corporal E Ingestao Calérica Semanal

Os animais foram pesados em balanga semi-analitica ao inicio do tratamento e,
posteriormente, uma vez por semana para ajuste das doses de tratamento e ao fim
do experimento. A avaliagdo do ganho de massa corpérea foi realizada pelo calculo
da diferenga entre as massas iniciais dos animais, apds 30 dias e apds 60 dias do
tratamento.

A ingesta caldrica dos animais foi calculada a partir da diferenga entre a quantidade
de racao oferecida aos animais e a diferenga remanescente na gaiola, 24 horas ap6s

a oferta.

4.7 Coleta de Sangue, Perfusao e Retirada de Tecidos

Ao final das oito semanas de tratamento as camundongas foram novamente
anestesiadas com cloridrato de Quetamina (11,5 mg/100g; i.p.) e Xilazina (0,1
mg/100g; i.p.) e as amostras de sangue foram coletadas por meio de puncao do
ventriculo, com seringa de 1 mL e agulha de insulina. As amostras coletadas foram
imediatamente transferidas para tubos com anticoagulante Acido Etilenodiamino
Tetra-acético (EDTA sodico; 300 mmol/L), em seguida o plasma, foi separado por
centrifugagcédo a 3000 rpm, por 10 minutos. O plasma foi mantido a -80°C até as

analises posteriores.

Apos a coleta de sangue, o animal foi perfundido com tampao fosfato (PBS -
phosphate buffered saline - pH 7,4) através do ventriculo esquerdo, para retirada do

sangue remanescente.

4.8 Perfil Lipidico

Os niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol HDL (HDL-C) foram determinados
através de kits comerciais de acordo com as instru¢des do fabricante (Bioclin®, Minas
Gerais, Brasil) e expressos em mg/dL. Os niveis de colesterol ndo HDL (nHDL-C)
foram calculados através da diferenca entre o colesterol total e o HDL-C (Daleprane

et al., 2012). A determinagao do colesterol LDL foi realizada por meio da equacgéo:
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LDL = Colesterol total - (HDL-C + VLDL), considerando para o calculo de Colesterol
VLDL = Triglicérides / 5 (Lewis, 1973).

4.9 Determinacao dos Depésitos de Gorduras Corporais

ApoOs a perfusdo, os depositos de gorduras corporais foram retirados (gordura
inguinal, retroperitoneal e gonadal), limpas em tampé&o fosfato (PBS, pH = 7.2), secas,
em seguida pesadas, para a determinacdo do quantitativo de gordura corporal
(Santos et al., 2013).

4.10 Preparacgao “En Face”

Apods a eutanasia, a aorta foi retirada desde o ponto inicial da aorta ascendente até a
bifurcagao iliaca e armazenada em solugdo de PBS-formol 10%. A seguir, a aorta foi
limpa e aberta para expor o lumen, sendo um corte inicial realizado na curvatura
aortica menor e se estendendo até a bifurcagao iliaca. Um segundo corte foi feito
desde a curvatura maior até a artéria subclavia. Apos o corte, as aortas foram fixadas
em superficie de etil vinil acetato (EVA) com pinos de ago para garantir que o tecido
mantenha sua posigao plana e horizontal (Daugherty & Rateri; 2005).

4.11 Analise da Deposig¢ao Lipidica Vascular (En Face)

As aortas previamente submetidas a preparacdo en face foram coradas com
marcador de lipideos Oil-Red-O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para observacéo da
deposigao lipidica conforme relatado por Paigen et al. 1987. Para tanto, as amostras
foram submersas em solugao alcodlica com QOil-Red 0,3%, por dez minutos e
posteriormente lavadas em uma cuba com agua, para retirar o excesso do corante
vermelho. Para determinar a deposicao lipidica, foi realizada a analise por meio da
intensidade e extensdo da coloragdo vermelha das imagens das aortas coradas,
obtidas usando uma camera digital de alta resolugéo e, em seguida, realizada analise
a morfométrica usando um programa de software de imagem gratuito (ImagemJ®
1.35d, — National Institute of Health, Bethesda, MD). As areas de lesao aortica foram

medidas por um investigador cego para o procedimento experimental e os resultados
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foram expressos como a razédo da area de deposicao lipidica em relagao ao controle
(WT).

4.12 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrédo da média (E.P.M.). As
variaveis do experimento tiveram a normalidade avaliada pelo método de
Kolmogorov-smirnov. Os dados paramétricos foram analisados utilizando-se analise
de variancia de uma via (ANOVA). A significdncia da diferenca entre as médias foi
determinada por teste post hoc pelo método de Tukey, com significancia aceita acima
de 5% (p<0,05). Os dados que necessitam da avaliagdo do tempo foram avaliados
por meio da Analise de variancia de duas vias (Two way ANOVA) seguido do teste
post hoc de Tukey, com significancia aceita acima de 5% (p<0,05). Para analise
estatistica e apresentagao grafica dos resultados foi utilizado o Prism software, verséo
10 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

5. RESULTADOS
5.1 Peso Corporal e Depésitos De Gordura

A Figura 5, Painel A apresenta os resultados do peso corporal dos animais avaliado
apos 30 dias e ao final do tratamento (WT: 22,0g £ 0,6, S: 22,8 g £ 0,6g, SL:19,8 g +
0,49, O: 24 g + 0,9g, OL: 20,6g + 0,5g). Todos os grupos knockout para receptor de
LDL apresentaram pesos semelhantes no inicio do experimento, indicando uma
distribuicdo basal homogénea dos animais. O mesmo ndo pode ser observado para

os animais C57 (WT), que apresentaram peso inicial superior (Figura 5; Painel A).
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Figura 5. Painel A: Evolucdo do peso no inicio, apds 30 e 60 dias de tratamento. Painel B:
Massa total dos depdsitos de gordura (Inguinal, retroperitoneal e gonadal) retirados apés 8
semanas de tratamento. Os resultados estao expressos como média = E.P.M. Painel A:
Dados analisados por Two-way ANOVA, seguidos pelo teste post hoc de Tukey. Painel B:
Dados analisados por ANOVA, seguidos pelo teste post hoc de Tukey. (F= 11,13; DFd = 4,
38). *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001.

O grupo controle (WT) apresentou ganho de peso discreto e progressivo ao longo do
experimento, 0 que é esperado para animais saudaveis e em crescimento. Em
contraste, o grupo ovariectomizado (O) apresentou ganho de peso mais acentuado,
principalmente nos primeiros 30 dias, superando os demais grupos (p<0,05). Aos 60

dias, o ganho de peso se estabilizou, mas ainda se manteve mais elevado (p<0,05).

Pode-se observar que o tratamento com liraglutida (SL e OL) resultou em redugao
acentuada no ganho de peso corporal apos 30 dias quando comparados aos grupos
sem tratamento (S e O) e foi capaz de prevenir o ganho de peso ao final dos 60 dias
de tratamento (p<0,05), indicando efeito protetor contra o ganho de peso.

Com relagcdo a massa total dos depdsitos de gordura (gonadal, inguinal,
retroperitoneal) coletados, os resultados mostram que o tratamento com a liraglutida
promoveu reducdo da massa total dos depédsitos de gordura em comparagdo com
seus respectivos controles (Figura 1, Painel B: WT: 0,22+0,01g; S: 0,32+0,03g; SL:
0,19+0,01g; O: 0,37+0,069g; OL: 0,15+£0,01g; p<0.05). Desta forma o grupo OVX sem
tratamento (O) apresentou os maiores valores de depodsitos de gordura quando
comparado aos animais tratados com liraglutida sem, entretanto, haver diferenca
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entre o grupo S (Figura 5; Painel B). Esse resultado estd em concordéncia com a
avaliacdo de ganho de peso, indicando que a prevengao no ganho de peso da

liraglutida pode ser associada a menor massa de gordura.

5.2. Ingestao Caldérica Semanal

Ao final do tratamento foi calculada a média de consumo caldérico semanal por grupo
experimental (Figura 6). Os dados mostraram que houve ingestdo caldrica
significativamente maior em todos os grupos alimentados com a dieta hipercalorica
em comparagao ao grupo Wild type (WT), entretanto, o tratamento com a liraglutida
promoveu redug¢ao na ingestdo em comparagdo aos seus grupos controles (WT:
7,84+0,18g; S: 10,85+0,23g; SL: 9,783+0,30g; O: 10,29+0,48g; OL: 8,91+0,23g;
p<0.05).
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Figura 6: Ingestdo caldrica semanal dos respectivos grupos experimentais. Os resultados
estdo expressos como média + E.P.M. Dados analisados por ANOVA, seguidos pelo teste
post hoc de Tukey.(F= 18,3; DFd = 4,35) *p<0,05 ****p<0,0001.

5.2 Teste de Tolerancia a Glicose

O teste de tolerancia a glicose foi realizado entre os ultimos sete dias do tratamento
com a liraglutida. A Figura 7; Painel A, mostra a resposta da glicose sanguinea dos
grupos experimentais no decurso do tempo. Observa-se que, apdés a injegéao
intraperitoneal de glicose (2g/kg), houve um aumento rapido nos niveis glicémicos em
todos os grupos, atingindo um pico entre 10 e 20 minutos. No entanto, a magnitude
desse aumento e a subsequente taxa de declinio variaram entre os grupos. O grupo
OVX (O) apresentou os niveis de glicose mais elevados em quase todos os pontos



26

de tempo apos a injegao, indicando uma menor toleréncia a glicose em comparagéo

com 0s outros grupos.

Em contrapartida, os grupos tratados com liraglutida (SL e OL) demonstraram
reducédo mais acentuada dos niveis glicémicos em comparagdo com seus respectivos
controles (S e O) em diversos pontos de tempo. O grupo Wild Type (WT), por sua vez,
apresentou os menores niveis glicémicos ao longo do teste, demonstrando a

tolerancia a glicose normal em animais sem manipulagao.
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Figura 7, Painel A: Curva do Teste de tolerancia a glicose (TTG). Painel B: Grafico de barras
representando a Area sob a curva (AUC) dos animais submetidos ao TTG. Os resultados
estdo expressos como média + E.P.M. Dados analisados por ANOVA, seguidos pelo teste
post hoc de Tukey (F=46,78; DFd = 4,39). *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.

No Painel B da Figura 7 esta apresenta a analise da area sob a curva (AUC) da curva
glicémica de cada grupo, fornecendo uma medida integrada da resposta glicémica ao
longo do tempo estudado (WT: 25869 + 2385; S: 25722 + 2221; SL: 29121 £+ 3135; O:
37291 + 3131; OL:26087 + 3041 AUC). Os resultados da AUC corroboram com as
observagbes da Figura 7, Painel A. Indicando que o grupo ovariectomizado (O)
apresentou concentragdes significativamente mais elevadas de glicose no sangue ao
longo do tempo, representado por uma AUC superior do que os grupos Wild Type e

SHAM (WT, S e SL), e que o tratamento com a liraglutida foi capaz de promover
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reducdo da glicose na corrente sanguinea no grupo ovariectomizado (OL), reduzindo
sua AUC em relagdo ao seu controle. Entretanto, ndo houve melhora significativa
nesse parametro no grupo SHAM tratado com a liraglutida (SL) em comparagdo com

0 seu grupo controle (S).

5.3. Perfil Lipidico

A Figura 8 apresenta os resultados das analises bioquimicas de HDL-C (Painel A),
triglicerideos (Painel B), nHDL-C (Painel C) e LDL-c (Painel D) nos respectivos
grupos experimentais. Como esperado, os animais LDLr’- apresentaram menores
niveis de HDL-C (WT: 12,83+1,99; S: 4,78+0,39; SL: 5,1310,88; O: 6,54+0,65; OL:
5,29+0,74 mg/dL) e maiores de LDL (WT: 36,6+1,8; S: 889,1+26,9; SL: 780,7+89,2;
0O: 1004+60,8; OL: 762,5483,7 mg/dL;), nHDL-C (WT: 43,01+2,57; S: 900,6+59,06;
SL: 810,8491,2; O: 986,6+127,3; OL: 760,3+59,04 mg/dL;) e triglicerideos (WT:
28,16+4,28; S: 212,1+37,8; SL: 150,1£19,4; O: 266,6+59,2; OL: 144,2+21,9 mg/dL;)

quando comparado com os grupos WT.
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Figura 8: Perfil lipidico plasmatico dos respectivos grupos experimentais. Gréaficos de barras
mostrando o parametro de (A) HDL-C, (B) Triglicerideos (C) nHDL-C e (D) LDL-C dos respectivos
grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. Dados analisados por
ANOVA, seguidos pelo teste post hoc de Tukey. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001.
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Os resultados mostraram que o tratamento com a liraglutida foi capaz de reduzir os
niveis de colesterol LDL, colesterol nHDL-C e triglicerideos no grupo OVX (OL),
adicionalmente nos animais do grupo SHAM houve uma tendéncia na redugao desses
parametros promovida pela liraglutida. Todavia, a liraglutida nao foi capaz de alterar

significativamente a concentragéo sérica de HDL-C independente da ovariectomia.

5.4 Analise da Deposigao Lipidica Vascular

A Figura 9 mostra os resultados da deposicao lipidica vascular, avaliada em aortas
previamente submetidas a preparacdo en face e coradas com Qil-Red-O. Os
resultados demonstraram redugao significativa da deposigao lipidica nas aortas ap6s
o tratamento com a liraglutida tanto no grupo SHAM quanto no grupo OVX (S:
1,320+0,03; SL: 1,129+0,011; O: 1,356+0,09; OL: 1,154+0,02), entretanto, a
ovariectomia per se nao foi capaz de promover aumento na deposicao lipidica quando
comparado ao grupo SHAM (p>0,05).
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Figura 9: Analise da deposigao lipidica vascular. (A) Imagem do corte das aortas de cada
grupo experimental preparadas pelo método en face e lesdes ateroscleréticas coradas com
Oil-Red. (B) Deposigao lipidica em aortas.Os resultados estdo expressos como média +
E.P.M. Dados analisados por ANOVA, seguidos pelo teste post hoc de Tukey. *p<0,05
**p<0,0.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro a avaliar o impacto do tratamento com a liraglutida
glutida no desenvolvimento da placa de ateroma, alteragbes metabdlicas e
bioquimicas em camundongas LDLr- submetidas a ovariectomia (OVX), modelo que
mimetiza a privagao de estrogénio caracteristica da menopausa. Nossos resultados
evidenciaram efeitos deletérios da privagdo de estrogénio no metabolismo e o
potencial terapéutico da liraglutida em reverter, pelo menos parcialmente, esses

impactos negativos.

Nossos resultados demonstraram que a liraglutida reduziu significativamente a
deposigao lipidica nas aortas de camundongos submetidos a dieta rica em gordura,
tanto no grupo SHAM quanto no grupo OVX, corroborando com estudos anteriores
que demonstraram o efeito protetor da liraglutida na aterosclerose em modelos
animais. Os mecanismos pelos quais os analogos do receptor GLP-1 (GLP-1R) agem
na patogénese da aterosclerose ainda nao foram totalmente elucidados. Na ultima
década, diversos outros estudos tém explorado possiveis mecanismos, incluindo a
modulagcdo do metabolismo lipidico, o recrutamento de leucécitos, a reducao da
inflamacéo, e a melhora da fungao endotelial (Alexiadou et al., 2024; Bays et al., 2017;
Kyriakos et al., 2020).

A utilizacdo da OVX como modelo experimental para mimetizar a deficiéncia de
estrogénio observada na menopausa feminina € amplamente validada na literatura
(Cristine de Oliveira et al., 2018; Jiang et al., 2020; Lei et al., 2021). Estudos em
animais demonstraram que a deficiéncia dos horménios ovarianos atua como fator de
risco para o desenvolvimento da aterosclerose, piorando lesdes e a deposicéao lipidica
na aorta (Moraes et al., 2020; Yang et al., 2019), diferente dos nossos resultados onde
a ovariectomia per se nao foi capaz de promover um aumento significativo na
deposigao lipidica quando comparado ao grupo SHAM, o tempo de seguimento do

estudo pode ser um motivo para a discrepancia encontrada em nosso estudo.
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Rakipovski e outros (2018) utilizando modelos animais aterosclerose, com
camundongos LDLr e Apoe™, tratados dos agonistas do GLP-1R, liraglutida e
semaglutida, demonstraram supressao do desenvolvimento da placa aterosclerética,
independentemente da redug¢ao do colesterol. Enunciando alteragdes em parametros
relacionados ao metabolismo do colesterol, como prostaglandina |12 sintase (PTGIS),
recrutamento de leucocitos, por meio do ligante de quimiocina do motivo CC 2 (CCL2),

osteopontina (OPN), interleucina (IL-6)

e adeséo de leucocitos, molécula de adesao celular vascular (VCAM)-1, E-selectina
(SELE), indicando a sua acdo na regulagcdo de marcadores de instabilidade e

inflamacéao da placa.

Estudos demonstram que os agonistas do GLP-1R podem modular a resposta
inflamatdria, evidenciando seu potencial impacto nos marcadores inflamatoérios. Em
um estudo in vitro, o tratamento com um agonista do GLP-1R reduziu a expresséao de
mediadores inflamatdrios e citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-18 e IL-6) em
macrofagos RAW264.7 estimulados por lipopolissacarideo (LPS) (Lu et al., 2019). De
forma consistente, em um modelo experimental com ratos Wistar machos, o
tratamento com exendina-4 diminuiu os niveis de citocinas pré-inflamatérias (IL-1a,
IL-18, IL-6, TNF-a e IFN-y) apdés a administracdo de LPS (Yanay et al., 2015). Esses
achados sugerem um papel relevante dos agonistas do GLP-1R na modulagdo da

inflamacé&o induzida.

Chang e colaboradores (2019) investigaram como a dulaglutida, agonista do receptor
de peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1R), pode prevenir os efeitos do LDL
oxidado (ox-LDL) em células endoteliais adrticas humanas, ao prevenir a supressao
de KLF2, por meio da proteina p53. O KLF2, um fator de transcricdo, desempenha
um papel crucial na protegéo contra danos induzidos pelo ox-LDL (Santoyo-Suarez et
al., 2023). Sua ativacdo acarretou na melhora da fungdo endotelial, redugdo do
estresse oxidativo induzido por ox-LDL, inibicdo da expressdo de citocinas e

quimiocinas pro-inflamatoérias, reducédo de moléculas de adesdo (VCAM-1 e E-
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selectina), além de prevenir a adesdo de mondocitos as células endoteliais adrticas

humanas e consequente progressao da aterosclerose (Chang et al., 2019).

Nossos resultados apontam que os animais alimentados com a dieta ocidental
apresentaram uma ingestao cal6rica significativamente maior em comparagdo com o
grupo WT (dieta padrdo). Esse achado corrobora a literatura, que descreve como a
dieta ocidental, rica em acucar, gordura e alimentos ultraprocessados possui alta
densidade caldrica o que contribui para a sua ingestdo em excesso (Martinez et al.,
2017). Alem disso, esses alimentos favorecem o aparecimento de alteragbes na
permeabilidade intestinal, disbiose. Um cenario disbibtico leva a produc¢ao de diversas
substancias deletérias na luz intestinal, como toxinas, além da redug¢ao nas bactérias
benéficas que produzem substancias positivas a microbiota intestinal como os acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs) (Hays et al., 2024).

A reducdo na producdo de AGCCs, como acetato, propionato e butirato leva ao
comprometimento da barreira intestinal, tendo em vista que esses AGCCs estao
relacionados a expressao de ocludina e zonulina, importantes proteinas responsaveis
por manter as Tight junctions (Rosa Pérez et al., 2020; Santoyo-Suarez et al., 2023).
Essas alteracdes, associados ao aumento da endotoxemia, por meio do aumento do
LPS, demonstraram elevar o estresse oxidativo, assim como marcadores de
infiltragdo de macrdéfagos e marcadores inflamatorios, induzindo a resisténcia a
insulina (Cani et al., 2007). Nesse contexto, podemos inferir que a disbiose intestinal
€ um fator crucial na progressdo da aterosclerose, e um possivel mecanismo
envolvido na formacado da placa aterosclerdtica observada em nossos resultados.
Assim como, pode-se justificar uma possivel via de atuagcdo da liraglutida, na
modulagdo da microbiota intestinal e consequente reducdo da inflamacéo,

ressaltando efeito protetor contra a aterosclerose.

Ainda nesse contexto, a microbiota intestinal pode alterar a producdo de GLP-1,
horménio fundamental para a saciedade. Os AGCCs produzidos por microrganismos
intestinais, podem estimular as células enteroenddcrinas a liberar horménios
anorexigenos, como peptideo YY (PYY), peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-

1) e colecistoquinina (CCK), que promovem a saciedade e reduzem o apetite (Han et
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al., 2021). Além disso, os AGCCs podem promover a secregdo de horménios
periféricos (leptina, grelina e insulina), que desempenham papéis importantes na
regulagdo do apetite e do metabolismo energético, respostas aos sinais de fome e
saciedade (Han et al., 2021; Zeng et al., 2023). Nossos resultados, demonstraram um
aumento significativo na ingestdo calérica nos animais alimentados com dieta
ocidental, sugerem que uma provavel disbiose intestinal pode ter contribuido para

esse achado, associada ao desequilibrio entre os horménios da fome e saciedade.

Em contrapartida, o tratamento com a liraglutida promoveu a redugdo da ingesta
calorica semanal observada em ambos os grupos tratados (SL e OL), o que
demonstra diretamente a agdo anorexigena do analogo de GLP-1. Esse achado é
consistente com o mecanismo de acdo da liraglutida, que atua nos centros
hipotaldmicos reguladores do apetite, promovendo a saciedade e reduzindo a
ingestdo alimentar (Andersen et al.,, 2018). A reducédo na ingestdo caldrica, em
conjunto com outros mecanismos de acéo da liraglutida, como o0 aumento da secreg¢ao
de insulina glicose-dependente (Nauck & Meier, 2018) e a melhora da sensibilidade a
insulina (Nevola et al., 2023), contribuem sinergicamente para a atenuag&o do ganho
de peso e a melhora do perfil metabdlico observados em nosso estudo.

A OVX em camundongos fémeas, em nosso estudo, resultou em alteragbes
metabdlicas significativas, incluindo aumentados niveis de glicose em relagéo aos
demais grupos, conforme evidenciado pelo TTG. Esse achado esta de acordo com a
literatura, que demonstra que a deficiéncia de estrogénio, condicdo induzida pela
OVX, e sua deficiéncia esta associada a resisténcia a insulina e a disturbios no

metabolismo da glicose (De Paoli et al., 2021; Zhu et al., 2023).

A resisténcia a insulina, um estado em que as células do organismo nao respondem
adequadamente a insulina, hormonio responsavel por regular os niveis de glicose no
sangue, € um fator chave no desenvolvimento de diversas doengas metabdlicas,
como diabetes tipo 2, obesidade e sindrome metabdlica (Zhao et al., 2023). O
estrogénio desempenha um papel crucial na manutencéo da sensibilidade a insulina
e na homeostase glicémica, exercendo seus efeitos através de multiplos mecanismos.

Estudos tém demonstrado que o estrogénio pode modular a expressao e a atividade
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de transportadores de glicose, como o GLUT4, em tecidos como o musculo
esquelético e o tecido adiposo, aumentando a captagéo de glicose (Campello et al.,
2017).

Um dos mecanismos pelos quais o estrogénio exerce seus efeitos no metabolismo da
glicose, inclui a modulagao da via de sinalizagao a insulina, envolvendo receptores de
estrogénio 1 e 2 (ESR1 e ESR2) e do transportador de glicose sensivel a insulina tipo
4 (GLUT4) (Gregorio et al., 2021). O estrogénio induz um transporte de ESR1 nucleo-
membrana plasmatica mediado por SRC, o que leva a um aumento da fosforilagdo de
serina/treonina-proteina quinase (AKT) e da expressdo de gene da familia de
transportadores de soluto 2 membro 4 - Slc2a4/GLUT4, resultando em maior
translocacao de GLUT4 para a membrana plasmatica e, consequentemente, melhora
na captagao de glicose estimulada pela insulina. Destacando o papel crucial do ESR1
na mediagcdo dos efeitos benéficos do estrogénio na sensibilidade a insulina
(Campello et al., 2017).

Além disso, o estrogénio pelas células s e a sensibilidade a insulina em 6rgéaos
como o figado. O 17B-estradiol pode influenciar a secregdo de insulina de forma
notavel, devido a presenca de receptores de estrogénio nas ilhotas nas células 3
pancreaticas (Nadal et al., 1998). Acreditamos assim, que auséncia do estrogénio em
nossos animais submetidos a OVX possa um dos fatores desencadeantes da

resisténcia a insulina.

Em contrapartida, os nossos dados do TTG evidenciaram o potencial terapéutico da
liraglutida em reverter essa alteracdo no metabolismo da glicose, relatado pela
redugdo dos niveis de glicose do grupo OVX tratados com a liraglutida (OL) em
comparagao com seu respectivo controle (O). Estudos recentes corroboram esse
efeito, destacando que a ativacdo do receptor GLP-1 melhora a homeostase
glicémica, aumento da secrecdo de insulina e redugdo da resisténcia insulinica,
mecanismos elucidados por diversos estudos em humanos (Pulipati et al., 2020;
Zheng et al., 2024). Como o trabalho de Marso e colaboradores (2020), que elucidou
beneficios significativos na reducdo de eventos cardiovasculares maiores e na

melhora do controle glicémico em pacientes com pacientes com diabetes tipo 2 (DT2)
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e insuficiéncia cardiaca (IC) tratados com liraglutida. Esses achados em conjunto,
sugerem que a liraglutida pode atuar em mecanismos envolvidos na sensibilidade a

insulina e na captacao de glicose pelos tecidos, mesmo na auséncia de estrogénio.

N&o obstante, em nosso estudo, o tratamento com liraglutida no grupo Sham (SL) ndo
resultou em melhora significativa na glicemia em comparacéo ao seu grupo controle
(S). Este achado corrobora a literatura que demonstra a eficacia da liraglutida na
reducédo da glicemia principalmente em condigdes de hiperglicemia (Villalba et al.,
2020). A agao classica da liraglutida, ao estimular a secregéo de insulina pelas células
B (Nadkarni et al., 2014), exerce seu efeito hipoglicemiante principalmente em
individuos hiperglicémicos, preservando a normoglicemia (Dejgaard et al., 2020; Xia
et al., 2024). Portanto, a auséncia de efeito hipoglicemiante significativo no grupo SL,
cujos animais apresentavam glicemia basal dentro da normalidade, estda em

consonancia com o mecanismo de agao bem estabelecido do GLP-1.

Adicionalmente em relagao ao perfil lipidico, nossos resultados demonstraram que a
OVX induziu uma tendéncia a alteragdo no perfil lipidico que apesar de nao
significativa, caracterizada por aumento do LDL, nHDL-C e TGL. Esses achados s&o
parcialmente condizentes com a literatura que associa a deficiéncia estrogénica a um
perfil lipidico aterogénico, com aumento nos niveis de CT, LDL-C e TGL,
acompanhado da reducdo das concentragbes de HDL-C, o que contribui para o
aumento do risco cardiovascular em mulheres na pds-menopausa (Pardhe et al.,
2017; Ryczkowska et al., 2023; Stevenson et al., 1993). Desta forma, a redugao nos
niveis de estrogénio esta associada negativamente ao metabolismo lipidico, alterando
a atividade de enzimas envolvidas na sintese e no catabolismo de lipoproteinas, bem
como na expressao de receptores de LDL e HDL, caracterizando assim, o aumento

do risco cardiovascular (Anagnostis et al., 2015; Xie et al., 2022; Zhu et al., 2004).

O tratamento com a liraglutida, foi capaz de reverter, em grande parte, essas
alteragdes induzidas pela OVX, promovendo diminui¢do significativa nos niveis de
colesterol LDL, nHDL-C e TGL. Convergindo com estudo utilizando GLP-1 RAs, que
demonstram seus efeitos na reducéo de lipidios, como diminui¢ao infima do LDL-C e

o CT, todavia ndo afetou significativamente os triglicerideos, o VLDL-C e o HDL-C
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(Rivera et al., 2025). O mecanismo pelo qual os de GLP-1 RAs promovem beneficios
nos perfis lipidicos ainda n&o foi claramente identificado e pode estar envolvido em

uma regulagao complexa de diversos fatores.

O tratamento com liraglutida em pacientes com DM2, apresentaram efeitos no
metabolismo pos-prandial de quilomicrons. A liraglutida diminuiu produgéao de apoB48
intestinal, o tamanho dos quilomicrons e reduziu a depuracéao direta de quilomicrons,
acompanhados pela diminui¢do da secrec¢ao de triglicerideos do figado na densidade
VLDL1 (Taskinen et al., 2021). O que sugere o potencial da liraglutida em melhorar a
lipemia e reduzir o risco de DCV (Hermansen et al., 2013). Entre pacientes com
doenca arterial coronariana (DAC) e DM2, o tratamento com a liraglutida em conjunto
com metformina, o melhorou a distribuicdo lipidica do LDL, da proteina C-reativa
(PCR) e correlagdes significativas entre ApoB e colesterol total e suas subfragdes, na
aterosclerose (Anholm et al., 2019).

Anholm e colaboradores (2019) durante o tratamento com liraglutida em combinagao
com metformina em 41 pacientes com DM2 e doenca arterial, mostraram redugao
significativa lipdlise e na oxidacdo lipidica. Sugerindo uma possivel mudanga no
metabolismo energético, que pode indicar que a terapia com liraglutida € capaz de
induzir o organismo a alternar entre diferentes fontes de energia (glicose e lipidios)

de acordo com as necessidades.

A auséncia de alteracgao significativa nos niveis de HDL-c apds o tratamento com a
liraglutida tanto no grupo Sham quanto no grupo OVX, apesar de divergir em relagao
a alguns estudos, encontra respaldo em evidéncias da literatura que demonstram a
complexidade da resposta do HDL-C a intervengdes com a utilizagdo de agonistas do
receptor de GLP-1 e a perda de peso(Bu et al., 2024; Sun et al., 2015). Salientando
a heterogeneidade das particulas de HDL em suas propriedades fisico-quimicas e
seu metabolismo(Engelbrechtsen et al., 2017; Trajkovska & Topuzovska, 2017).
Nesse contexto, o efeito do liraglutida nos niveis de HDL-C tem sido descrito na
literatura com dire¢des divergentes (Berberich & Hegele, 2021; Gul et al., 2024). A

auséncia de alteragao significativa no HDL-C em nosso estudo, especificamente,
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pode ser também atribuida a particularidades do modelo experimental utilizado, como
a linhagem dos animais, o tempo de tratamento e a dose de liraglutida.

Model et al. (2021), que, utilizando ratas Wistar OVX, observaram aumento do peso
corporal, dos depdsitos de tecido adiposo branco, triglicerideos hepaticos e glicogénio
cardiaco apos a ovariectomia. Efeitos esses revertidos pelo tratamento com
liraglutida, com aumento da oxidagao da glicose e da lipogénese nos tecidos adiposos
marrom e branco. De forma complementar, ratas fémeas foram submetidas a
ovariectomia, para elucidar a convergéncia de GLP-1Ras, estrogénio e vias
envolvidas. A auséncia de estrogénios promoveu mudangas significativas no

metabolismo lipidico nos tecidos adiposos.

Em contrapartida, a administracdo de liraglutida, demonstrou modular esses
processos, de forma principal pela inibicdo da lipogénese no tecido adiposo
subcutaneo. Apesar da OVX nao ter promovido mudanga significativa no tecido
adiposo marrom, a liraglutida aumentou a lipdlise hepatica. Adicionalmente a analise
do transcriptoma revelou a reprogramagéo genética significativa no tecido adiposo
branco pela ovariectomia, reforgcando o papel crucial dos estrogénios na regulagéo
metabdlica lipidica (Model et al., 2024).

Esses resultados fornecem possiveis mecanismos importantes sobre a interacéo
entre estrogénios e GLP-1 metabolismo energético, destacando o potencial
terapéutico da liraglutida para condigdes como obesidade e DM2 na privagao do
estrogénio (Model et al., 2024). Achados esses que podem justificar a atenuacéo
significativa do ganho de peso e, concomitantemente, na reduc&o dos depdsitos de
gordura com o tratamento com liraglutida em camundongas OVX do nosso estudo.

A eficacia da liraglutida em animais ovariectomizados sugere uma interagao complexa
entre seus mecanismos de acéo e os efeitos da deficiéncia estrogénica (Model et al.,
2024; Rossetti et al., 2024). Embora o estrogénio module a expressao e sensibilidade
dos receptores de GLP-1 (Handgraaf & Philippe, 2019; Mdller et al., 2019), os
resultados demonstram que a liraglutida pode exercer seus efeitos mesmo na

auséncia desse hormdnio. Deste modo, nossos achados sugerem que outros
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mecanismos, como a modulacédo do apetite, a melhora da sensibilidade a insulina e
os efeitos diretos no metabolismo lipidico, podem ser mais relevantes neste contexto

do que a deficiéncia de estrogénio.

Ressaltamos adicionalmente, que o tratamento com a liraglutida ndo foi capaz de
alterar os niveis de HDL-C, nHDL-C e triglicerideos nos animais SHAM. Essa
observagédo nos leva a levantar algumas hipéteses importantes, que podem estar
inter-relacionadas. Como relatado anteriormente, a liraglutida pode modular o
metabolismo lipidico por mecanismos como o aumento da secre¢ao de insulina, a
reducdo da producado de VLDL e a modulagédo da expressao de genes envolvidos no
metabolismo lipidico (Gul et al., 2024; Zhao et al., 2024). Em animais SHAM, que nao
apresentam resisténcia a insulina e que possuem estrogénio circulante, este pode
estar exercendo um efeito protetor no metabolismo lipidico, deste modo, o efeito da
liraglutida no perfil lipidico pode ser menos pronunciado.

Sumarizando, o presente estudo demonstrou que o tratamento com a liraglutida foi
capaz de atenuar alteragbes induzidas pela ovariectomia em camundongas LDLr",
como o ganho de peso, o acumulo de gordura, a deposigéo lipidica vascular, as
alteragdes no perfil lipidico e a disfungéo glicémica. Esses dados reforgam o potencial
terapéutico da liraglutida para o tratamento de disturbios metabdlicos associados a
deficiéncia de estrogénio, como observado na pés-menopausa, sugerindo um efeito
cardioprotetor significativo. Nosso estudo apresenta algumas limitagdées, como a falta
de analises biomoleculares para melhor elucidar mecanismos envolvidos nos
resultados encontrados. S&o necessarios assim, mais estudos para complementar,
confirmar e melhor elucidar os completamente os mecanismos envolvidos. Assim
como confirmar esses resultados em humanos, bem como determinar a dose

adequada e o tempo de tratamento ideal.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que o tratamento com
liraglutida demonstrou um potencial efeito protetor frente as alteragdes metabdlicas e
bioquimicas induzidas pela dieta ocidental em camundongas LDLr"- submetidas a
ovariectomia. Apesar da privagdo de estrogénio ndo ter promovido um aumento

significativo na deposicao lipidica, a liraglutida se mostrou eficaz na redugéo dessa
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deposigao, corroborando com a literatura sobre seus efeitos anti-aterogénicos. Os
achados indicam a liraglutida como uma potencial alternativa terapéutica para o
tratamento de mulheres pds-menopausa, tendo em vista os beneficios metabdlicos e

cardiovasculares.
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ABSTRACT

Infertility is a widespread global issue that affects
approximately 15% of sexually active and active couples,
which contributes to about 50% of cases. Currently, the
condition remains prevalent and often inadequately treated.
This systematic review aims to evaluate existing studies
investigating the effects of probiotic supplementation
In men. A comprehensive search was conducted across
major databases, induding PubMed, Cochrane, Science
Direct, and Sclelo, using relevant keywords such as
‘probiotic” OR ‘Lactobacillus’ OR 'Bifidobacterium® AND
‘Male infertility’ OR ‘male fertility’ OR ‘sperm quality’ OR
‘sperm motility’ OR ‘oligoasth spermia’ and
their Portuguese equivalents. Four randomized clinical
studies met the inclusion criteria, focusing on men
diagnosed with idiopathic male infertility (oligozoospermia,
teratozoospermia, and asthenozoospermia). The findings
revealed that probiotic administration exhibited promising
antioxidant properties by combating reactive oxygen
species (ROS), consequently protecting sperm DNA from
damage that correlates with dedining sperm quality.
Significant improvements were observed across all
sperm parameters, with notable enhancement in motility.
Consequently, probiotic supplementation emerges as a
potential therapeutic alternative for men diagnosed with
idiopathic infertility, demonstrating positive effects on
sperm quality.

Keywords: oligoasthenoteratozoospermia, DNA fragmen-
tation, oxidative stress, Lactobacilius, Bifidobacterium.

INTRODUCTION

Infertility is defined as the inability of a couple to con-
celve spontaneously after one year of having sexual in-
tercourse without using any contraceptive method. Cor-
responding to the period that most couples get pregnant
spontaneously, this does not imply, however, that the in-
vestigation of infertility is postponed until the 12-month
period has elapsed (Rowe et al., 1993).

This problem affects approximately 15% of sexually
active couples and about 7% of men worldwide (Nieschlag
et al., 2010). The causes of infertility are several, caused
by problems in the female or male reproductive physiolo-
gy. However, the male factor contributes in 50% of cases,
standing out as the only cause in approximately 20 to 30%
of cases (Agarwal et al., 2015).

In the male reproductive system, infertility is any dys-
function in the ejection and quality of semen, wi
characterized by the absence, reduced quantity, or chang-
es in sperm morphology or motility (Danis & Samplaski,
2019; Gatimel et al., 2017). According to Krzastek et al.
(2020), approximately 44% of infertile men are dlagnosed
as idiopathic, i.e., they have no definite cause.

Moreover, Ray et al. (2017) point out that in the ma-
jority of male infertility cases, the abnormality is only ob-
served after semen analysis. From sperm analysis and
observation of spermatozoa, It Is possible to determine
whether there is a change in the number (oligozoosper-
mia), motility (asthenozoospermia), or the presence of
abnormal forms (teratozoospermia) of gametes. These
abnormalities, usually present together, are called oligoas-
thenoteratozoospermia syndrome (OAT).

Currently, it is known that male infertility has a multi-
factorial origin and may result from factors such as the use
of drugs and medication, endocrine and hormonal disor-
ders, environmental pollutants, smoking, urogenital tract
infections, alcohol abuse, smoking, exposure to chemical
substances, among others (Brincat et a/,, 2015; Dissanay-
ake er al., 2019; Mann et al., 2020). Despite the multifac-
torial feature in male infertility, significant evidence points
to its strong correlation with seminal oxidative stress (Cos-
ta et al.,, 2023). Oxidative stress is a condition of semi-
nal physiological imbalance due to an increase in reactive
oxygen species (ROS) or a deficiency in total antioxidant
capacity (TAC) (Pizzino et al., 2017).

Elevated levels of ROS can lead to a sequence of events
that lead to cellular damage to sperm lipids, DNA, and pro-
teins (Ayaz et al., 2018), which reduces its ability to move
and fertilize. Studies show that infertile men may have el-
evated levels of ROS and less effective semen antioxidant
capacity (Lewis et al., 1997; Subramanian et al., 2018).

Wang et al. (2022) point out that, despite efforts to
Identify the causes and develop new approaches to Im-
prove male fertility in recent decades, there are still few
effective treatments to delay the decline of idiopathic male
infertility. Thus, recent studies have evaluated different
antioxidant suppl tation st g and their effects
on ROS to improve male infertility (Bozhedomov et al.,
2017; Kizilay & Altay, 2019; Kopets et a/., 2020) and it
has been shown that natural antioxidants or vitamin sup-
plements, like vitamins C and E, glutathione, folate, zinc,
selenium, carnitine, coenzyme Q10, lycopene, and N-ace-
tyl cysteine, can neutralize free radicals thus improving
semen parameters (Bul et al., 2018; Busetto et al., 2018;
Gamidov et al., 2019).

However, other approaches that do not use antioxidants
but can also promote antioxidant action have been gaining
prominence. In this sense, the use of probiotics has grown,
chiefly due to their antioxidant action and improvement in
the seminal microbiota (Helli et a/,, 2022). Probiotics are
defined as “live microorganisms which, when administered
in adequate amounts, confer a health benefit on the host”
(FAO/WHO, 2001). The most common strains belong to
the genera Lactobaclius and Bifidobacterium, which are
lactic acid producers and are part of many industrial and
artisanal fermentations of plants, meat, and dairy products
(Bolivar-lacobo et a/., 2023; Damién et al.,, 2022).
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PERFIL DA UTILIZAGAO DE DROGAS LIiCITAS E ILICITAS
ENTRE UNIVERSITARIOS DURANTE A PANDEMIA
DA COVID-19

Resumo: Em decorréncia do isol social ¢ do pelo COVID-19,
universitari mudangas no perfil de consumo de drogas licitas, ilicitas
e mtdlcamenlos sem receita médica. O oonsumo de dlcool e maconha aumentou,
q ecstasy, f ina e ritalina d O estudo transversal utilizou
um questiondrio adaptado do World Health Organization (WHO), aplicado de
maneira eletrbnica entre discentes de uma universidade pamcular do Espirito Santo,
Brasil, objetivando entender as drogas c idas, sua frequéndia, os ivos para
consumo, e os dados sociodemograficos dos particip Dos 502 q iondrios,
475 foram analisados, onde 95,8% consumiram drogas licitas, 57% drogas ilicitas e
32,6% medicamentos sem prescricdo. Diversos foram os motivos apontados para tal
uso. O abuso de drogas entre universitirios n3o é um problema recente e a
pandemia sé evidenciou a questdo. As Instituicdes de ensino devem conhecer essa
situagdo e exercitar sua responsabilidade social em relacdo a prevengdo ao uso.
Descritores: Perfil de Consumo, Universitarios, Drogas Licitas, Drogas llicitas.

Profile of legal and illegal drug use among university students during the
COVID-19 pandemic

Abstract: Due to social isolation caused by COVID-19, university students have
shown changes in the profile of consumption of legal and illegal drugs, as well as
over-the-counter medications. Alcohol and marijuana consumption increased, while
ecstasy, methamphetamine, and Ritalin decreased. The cross-sectional study used a
questionnaire adapted from the World Health Organization (WHO), el lly
applied to students from a private university in Esplnto Santo, Brazil, aiming to
understand the drugs consumed, their frequency, reasons for consumption, and
sociodemographic data of the participants. Of the 502 questionnaires, 475 were
analyzed, with 95.8% consuming legal drugs, 57% illegal drugs, and 32.6%
medications without a prescription. Several reasons were identified for such use.
Drug abuse among university students is not a recent issue, and the pandemic has
only highlighted the problem. Educational institutions should be aware of this

F-mai situation and exercise their social responslblﬂty In preventing drug use.
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transversal utilizé un cuestionario adaptado de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), aplicado electronicamente a estudiantes de una universidad privada en
Espirito Santo, Brasil, con el objetivo de entender las drogas consumidas, su
frecuencia, los motivos de consumo y los datos sociodemograficos de los
particip De los 502 ¢ ios, se anali 475, donde el 95,8% consumid
drogas legales, el 57% drogas ilegales y el 32,6% medicamentos sin prescripcién. Se
Identificaron varios motivos para dicho consumo. El abuso de drogas entre los
universitarios no es un problema reciente y la pandemia solo ha resaltado el
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0 papel do assistente social na Farmacia de Dispensacdo do
Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica

The role of Social Worker in the Dispensing Pharmacy of the Specialized
Component of Pharmaceutical Assistance

Danuza Barros Gomes®
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RESUMO

Este artigo tem por objetivo apresentar uma andlise do papel do assistente social nas farmdcias
de dispensacdo do Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica do Estado Espirito
Santo a partir da narrativa dos assistentes sociais que atuam no servigo de saude. Trata-se de
um estudo exploratério e descritivo segundo uma abordagem qualitativa e quantitativa, com
coleta e anélise de dados realizada entre maio/2021 e margo/2022. Como resultado observa-se
que a pratica do assistente social nas Farmacias Cidadas esta organizada a partir do projeto
ético-politico da profissdo, confirmando a relevancia tedrico-metodoldgica materializada na
agdo mediada pelo profissional de Servigo Social na praxis do servico de salde, considerando a
Politica de Assisténcia Farmacéutica um espaco legitimo de agao do assistente social.

PALAVRAS-CHAVE: Assisténcia Farmacéutica, Servigo Social, Politica Pablica.
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! Farmacéutica pela Universidade Vila Velha, Brasil. Mestranda em Assisténcia Farmacéutica pela
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Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-UVV)

PARECER DA RELATORIA

Parecer N". 668/2023

Finalidade: Pesquisa

Ao analisar o projeto de pesquisa: “Efeito do tratamento crénico com
liraglutida no desenvolvimento da aterosclerose em camundongas
knockout para o receptor de LDL (LDLr)”. Que tem como pesquisador(a)
responsavel Girlandia Alexandre Brasil, consideramos que o projeto se
encontra adequado e de acordo com as exigéncias das Resolugdes que regem essa
Comissao.

Assim, mediante a importancia social e cientifica que essa pesquisa apresenta, a
sua aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer
favoravel a sua realizacdo classificando-a como APROVADA. Serio utilizados
66 camundongas isogénicas C57 e 66 camundongas Knockout LDLr
totalizando 132 animais.

Vila Velha, 17 de outubro de 2023.
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