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RESUMO

O peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) € um horménio intestinal que
estimula a secrecao de insulina nas ilhotas pancreaticas. Os receptores de GLP-1
(GLP1R) estédo presentes no sistema nervoso central (SNC), tecido adiposo branco
(TAB), estdbmago e outros o6rgaos, regulando o metabolismo intermediario e o
consumo de alimentos. Devido a esses efeitos, os agonistas do GLP-1R (GLP-1RAs)
s&o utilizados no tratamento da obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Além do
GLP-1, os estrégenos, principalmente o B-estradiol (E2), também estao intimamente
ligados a obesidade e DM2 e suas agbes geram diferengas metabdlicas significativas
entre homens e mulheres e especialmente entre mulheres pré e pés-menopausa. Os
GLP-1RAs e os estrogenos apresentam efeitos semelhantes em tecidos como SNC,
TAB e células B pancreaticas, ativando vias similares, o que sugere que possuam
efeitos sinérgicos. Apesar do uso crescente dos GLP-1RAs, ainda existem lacunas
no entendimento de suas agdes, como possiveis acdes espécie-especificas e
interagcbes com outros hormoénios. Este estudo possui dois objetivos principais:
analisar os efeitos do fisiologicos GLP-1 e farmacoldgicos dos GLP-1RAs em cées e
gatos, e investigar como a ovariectomia influencia a acdo do GLP-1 em tecidos
reguladores do metabolismo intermediario. Os resultados foram organizados em dois
artigos. O primeiro artigo, “Physiological and pharmacological actions of glucagon like
peptide-1 (GLP-1) in domestic animals”, resume as ac¢bdes do GLP-1 em animais
domésticos e suas aplicagbes na medicina veterinaria. Em caes diabéticos, os
medicamentos baseados em GLP-1 reduziram a glicemia e aumentaram a captacao
de glicose, enquanto em gatos diabéticos reduziram a variabilidade glicémica e a
necessidade de insulina exogena. Contudo, os dados atuais sdo insuficientes para
recomendar o uso clinico generalizado desses medicamentos em animais
domésticos. O segundo artigo, “Interactions between glucagon like peptide 1 (GLP-1)
and estrogens regulates lipid metabolism in female Wistar rats”, investigou as
interagbes entre GLP-1 e estrogenos em ratas fémeas submetidas a ovariectomia
(OVR). Apds 20 dias, foi realizado um tratamento ex vivo com liraglutida (10uM), um
GLP-1RA. Os resultados mostraram que a OVR aumentou o catabolismo lipidico no

TAB perirrenal (TABpr) e a lipdlise basal no TAB subcutaneo (TABsc), enquanto o



GLP-RA aumentou a lipdlise estimulada no TABsc. A analise de transcriptomas
disponiveis na literatura revelou que, ao contrario do GLP-1RA, a ovariectomia
promoveu alteragdes significativas na transcrigdo genica no TAB, indicando que os
efeitos sistémicos semelhantes do GLP-1 e dos estrogénios nao derivam das
mesmas alteragdes transcricionais. De forma geral, os resultados sugerem potenciais
efeitos terapéuticos sinérgicos entre GLP-1 e estrogénios no tratamento de disturbios

metabodlicos como obesidade e DM2.



ABSTRACT

Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) is an intestinal hormone that stimulates insulin
secretion in the pancreatic islet. GLP-1 receptors (GLP1-R) are present in the central
nervous system (CNS), white adipose tissue (WAT), stomach, and other organs, and
regulate intermediary metabolism and food intake. Due to these effects, GLP-1
receptor agonists (GLP-1RAs) are used in the treatment of obesity and type 2
diabetes mellitus (DM2). In addition to GLP-1, estrogens are also closely linked to
obesity and DMZ2, and their actions generate significant metabolic differences
between men and women, and especially between pre- and postmenopausal women.
GLP-1RAs and estrogens have similar effects in tissues such as the CNS, WAT, and
B pancreatic cells, activating similar pathways, suggesting that they have synergistic
effects. Despite the increasing use of GLP-1RAs, there are still gaps in the
understanding of their actions, such as possible species-specific actions and
interactions with other hormones. This study has two main objectives: to analyze the
physiological effects of GLP-1 and pharmacological effects of GLP-1RAs in dogs and
cats, and to investigate how ovariectomy influences GLP-1 actions in tissues
regulating intermediary metabolism. The results were organized into two articles. The
first article, “Physiological and pharmacological actions of glucagon like peptide-1
(GLP-1) in domestic animals”, summarizes the actions of GLP-1 in domestic animals
and its applications in veterinary medicine. In diabetic dogs, GLP-1-based drugs
reduced glycemia and increased glucose uptake, while in diabetic cats they reduced
glycemic variability and the need for exogenous insulin. However, current data are
insufficient to recommend the widespread clinical use of these drugs in domestic
animals. The second article, “Interactions between glucagon like peptide 1 (GLP-1)
and estrogens regulates lipid metabolism in female Wistar rats”, investigated the
interactions between GLP-1 and estrogens in female rats undergoing ovariectomy
(OVR). After 20 days, ex vivo treatment with liraglutide (10pM), a GLP-1RA, was
performed. The results showed that OVR increased lipid catabolism in perirenal WAT
and basal lipolysis in subcutaneous WAT, while GLP-RA increased stimulated

lipolysis in subcutaneous WAT. Analysis of transcriptomes available in the literature



revealed that, unlike GLP-1RA, ovariectomy promoted significant changes in gene
transcription in WAT, indicating that the similar systemic effects of GLP-1 and
estrogens do not derive from the same transcriptional changes. Overall, the results
suggest potential synergistic therapeutic effects between GLP-1 and estrogens in the

treatment of metabolic disorders such as obesity and DM2.
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1. INTRODUGAO

1.1.Histéria do GLP-1

A identificagdo e caracterizacao do peptideo que mais tarde seria chamado de
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1 — glucagon like peptide 1) comegou em
1967, quando Ellis Samols e Vincent Marks, utilizando um anticorpo para glucagon,
demonstraram imunorreatividade em tecidos extra-pancreaticos, especialmente no
intestino (Samols; Marks, 1967). Em 1968, Unger et. al. demonstraram a presenca de
material imunorreativo ao anticorpo glucagon em caes pancreatectomizados e que esse
fator semelhante ao glucagon nao induziu hiperglicemia ou glicogendlise hepatica, mas,
em vez disso, estimulou a liberagcdo de insulina (Unger et al., 1968). Na década de
1970, uma série de estudos demonstrou a existéncia de mais peptideos com
sequéncias semelhantes ao glucagon em todo o corpo, e que todos derivavam do
mesmo pré-pro-horménio (Muller et al., 2019; Patzelt et al., 1979; Sundby; Jacobsen,;
Moody, 1976). Finalmente, na década de 1980, estudos utilizando cDNA e
radioimunoensaios caracterizaram dois peptideos produzidos no intestino a partir do
mesmo gene precursor do glucagon, o gene pré-pro-glucagon, que foram chamados de
peptideos semelhantes ao glucagon 1 e 2 (GLP-2) (Lund; Goodman; Habener, 1981;
Mdller et al., 2019; Orskov et al., 1986).

Desde entdo, inumeros estudos tém sido realizados para descrever as fungdes
fisiologicas destes horménios intestinais, quando s&o liberados, sobre quais células e
por quais mecanismos moleculares atuam e como sao degradados (Muller et al., 2019;
Tan et al., 2022). Em 1995 o uso terapéutico do GLP-1 para o tratamento de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) foi proposto pela primeira vez, e a partir de entao diversas drogas
baseadas no GLP-1 foram desenvolvidas e aprovadas (Deacon et al., 1995; Nauck;
Maller, 2023). Atualmente, a “American Diabetes Association” (ADA) e a “European
Association for the Study of Diabetes” (EASD) recomendam os agonistas do receptor de
GLP-1 (GLP-1RAs) como drogas de segunda escolha, apds falha da metformina, para o
tratamento do DM2 (Nauck et al., 2021).
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1.2.Sintese e liberagado do GLP-1

O GLP-1 é sintetizado pelas células “L” intestinais, que estdo localizadas
principalmente nas regiées mais distais, como ileo e célon. Além do intestino, o GLP-
1 também é produzido no sistema nervoso central (SNC), mais especificamente no
nucleo do trato solitario (NTS) do tronco cerebral e nas células a pancreaticas
(Chambers et al., 2017; Muller et al., 2019). O mecanismo pelo qual o GLP-1 é
liberado & bastante semelhante ao da insulina (Figura 1). O aumento da glicose
intracelular leva a maior formacdo de adenosina trifosfato (ATP), que por sua vez
interage com os canais de K* sensiveis ao ATP (Katp), fechando-os. Isso leva a
despolarizagao celular e a abertura dos canais de calcio dependentes de voltagem
(VDCC), aumentando a concentragdo desse cation nas células. Finalmente, o Ca*™*
interage com vesiculas contendo GLP-1 (ou insulina em células B) e promove sua
exocitose (Reimann; Gribble, 2002; Rowlands et al., 2018; Tolhurst; Reimann;
Gribble, 2009).

Em roedores e humanos foi demonstrado que os trés principais macronutrientes
(carboidratos, lipideos e proteinas) estimulam a produgéo e liberagado de GLP-1 pelas
células L (Ekberg et al., 2016; Kato et al., 2017; Reimann; Gribble, 2002). A
concentragao circulante de GLP-1 aumenta rapidamente apdés o quimo chegar ao
intestino superior, e isso ndo parece ser consistente com a presenca da maioria das
células L nas regides distais do intestino (Lim; Brubaker, 2006; Theodorakis et al.,
2006). Evidéncias recentes indicaram a possivel presenga de uma alga
enddcrina/neural que sinalizaria as células do ileo e do célon a presenca de
conteudo na parte superior do intestino (Chambers et al., 2017; Muller et al., 2019).
Embora sejam necessarios mais dados para confirmar a existéncia desta alga, ja se
sabe que algumas moléculas como o peptideo inibidor gastrico (GIP), acetilcolina
(sistema nervoso parassimpatico), peptideo liberador de gastrina (GRP), insulina,
somatostatina e grelina influenciam a liberacdo de GLP-1 pelas células L e podem
estar envolvidos nesse processo (Gagnon et al., 2015; Lim; Brubaker, 2006; Mdller et
al., 2019).
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Figura 1: Liberagdo de GLP-1 apés captagcdo de glicose em células L
enteroenddcrinas. SGLT: co-transportador de sodio-glicose. Kartp: canais de K*
sensiveis a ATP. VDCC: canais de calcio dependentes de voltagem. Fonte: Model et
al., 2022.

No mecanismo classico de agao do GLP-1, apods sua liberagéo pelas células L, o
horménio entra na circulagdo portal, passa pelo figado e entra na circulagdo
sistémica, eventualmente chegando nas ilhotas pancreaticas, onde exerce seus
principais efeitos (Baggio; Drucker, 2007; Nauck; Meier, 2018). Este modelo vem
sendo contestado pois o GLP-1 tem uma meia-vida extremamente curta devido a
rapida degradacéo pela dipeptidilpeptidase 4 (DPP4) (Nauck; Meier, 2005). Mais da
metade do GLP-1 secretado é degradado enquanto ainda estd na vasculatura
intestinal, assim, apenas uma pequena parte do GLP-1 liberado pelas células L
poderia atingir as ilhotas pancreaticas (Hansen et al., 1999). Novos estudos estédo
propondo um papel central do GLP-1 originado nas células a para a estimulagao da
liberagao de insulina pelas células 3, em uma agéao paracrina intra-ilhotas (Chambers
et al., 2017; Smith et al., 2014).
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1.3. Efeitos fisiolégicos do GLP-1

Na década de 1960 experimentos utilizando técnicas de radioimunoensaio ja
demonstravam que a administragdo de glicose via oral levava a uma secregao de
insulina maior do que administracdo de glicose intravenosa (Drucker; Holst, 2023).
Esta acao foi denominada “efeito incretina” e os horménios responsaveis por ela,
GLP-1 e GIP, foram chamados de incretinas (Figura 2) (Drucker; Holst, 2023). No
caso do GLP-1, independentemente de sua origem, células a das ilhotas ou células L
enteroenddcrinas, quando atinge as células B liga-se ao seu receptor (GLP-1R) e
desencadeia uma série de eventos que culminam na amplificagdo da liberacao de
insulina (Muller et al., 2019).

80;

601

40+

Insulin (mU/)

Dl L L T T T 1
0 30 60 90 120 150 180
Time (min)

== --- |ntravencus glucose
—e— Oral glucose

Figura 2: Efeito incretina. Aumento da secrecdo de insulina em resposta a
hiperglicemia, quando glicose é administrada via oral em relagdo a uma
administracao isoglicémica obtida por meio de infusédo intravenosa de glicose. Fonte:
Drucker; Holst, 2023.
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O GLP-1R é um receptor acoplado a proteina G que, quando ativado, estimula a
enzima adenilato ciclase que converte ATP em monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) (Meloni et al.,, 2013). Este segundo mensageiro atua de duas formas
principais para estimular a liberagdo de insulina, a ativagdo da proteina cinase A
(PKA) e da proteina de troca diretamente ativada pelo AMPc (Epac) (Kang et al.,
2008; Skelin; Rupnik, 2011). A PKA fosforila os canais Katp, sensibilizando-os ao
ATP e facilitando o seu fechamento, promovendo assim a despolarizacao celular e a
abertura do VDCC, levando ao aumento do Ca™* intracelular (Bunemann et al., 1999;
MacDonald et al., 2003; Rowlands et al., 2018). A PKA também inibe os canais de K*
dependentes de voltagem, atrasando a repolarizagdo das células  (MacDonald et
al., 2003). Além dessa rapida estimulagao da liberagdo de insulina, a PKA também
interage com o fator de transcricdo pancreatic and duodenal homeobox 1 (Pdx-1),
levando a estimulagdo da transcrigdo do gene da proé-insulina, o que aumenta a
estabilidade do seu mRNA, promovendo assim a sintese de insulina (Drucker et al.,
1987; Muller et al., 2019; Wang et al., 1995). O Epac também atua sensibilizando os
canais Katp, mas sua principal fungado é facilitar a abertura dos canais de liberagao
de calcio dos receptores rianodina (RYR) no reticulo endoplasmatico, amplificando o
aumento intracelular de Ca** (Holz, 2004; Kang et al., 2008). E importante notar que
as acdes da PKA e do Epac potencializam e melhoram a resposta das células 3 ao
aumento da glicose circulante, mas sem aumento concomitante de ATP intracelular,
o sinal do GLP-1 é um fraco promotor de liberagdo de insulina (Figura 3) (Muller et
al., 2019).
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Figura 3: Cascata de sinalizagao intracelular pela qual o GLP-1 estimula a
liberagao de insulina em células B. AC: adenilato ciclase. Epac: proteina de troca
diretamente ativada por AMPc. PKA: proteina cinase A. Katp: canais de K* sensiveis
a ATP. VDCC: canais de calcio dependentes de voltagem. KV: canais de K*
dependentes de voltagem. PDX-1: “pancreatic and duodenal homeobox 1”. RYR:
receptor de rianodina. Fonte: Model et al., 2022.

Além dos efeitos agudos do GLP-1 nas células B, que estimulam a sintese e
liberagdo de insulina, ele também apresenta efeitos de longo prazo, que estdo
principalmente relacionados a apoptose e a multiplicagao celular. Diferentes estudos
demonstram que a ativagao crénica do GLP-1R protege as células 3 de diferentes
estimulos prejudiciais, que poderiam levar a sua perda de fungdo ou até mesmo a
morte celular (Li et al., 2003; Rowlands et al., 2018). O aumento do AMPc
desencadeado pela ativagdo do GLP-1R leva a ativagdo da ligacdo do elemento
responsivo ao AMPc pré-sobrevivéncia (CREB) e do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), que por sua vez ativam vias antiapoptéticas e defesas contra
estresse oxidativo, estresse do reticulo endoplasmatico e lipotoxicidade (Buteau et
al., 2003, 2004; Kapodistria et al., 2018; Shimoda et al., 2011; Tsunekawa et al.,
2007).
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Ao contrario da agao sobre a apoptose, os efeitos do GLP-1 na multiplicacédo
celular sdo menos evidentes. Estudos em roedores demonstram que o tratamento
com GLP-1RAs estimula a proliferacédo de células 3, promovendo a expressao do
substrato 2 do receptor de insulina (IRS2) através de mecanismos que incluem a
ativagdo de CREB e Pdx-1 (Jhala, 2003; Li et al., 2005). No entanto, estudos com
pacientes humanos diabéticos tipo 2 ndo mostraram aumento na proliferacao de
células B (Smits et al., 2017). Embora ndo se possa descartar que essas diferengas
sejam espécie-especificas, ha a possibilidade de que a ativagdo do GLP-1R
estimularia a multiplicagdo de células B apenas em individuos jovens, e esse efeito

seria perdido com o aumento da idade (Dai et al., 2017).

As células a e d das ilhotas pancreaticas também expressam GLP-1R, embora
nas células a essa expressao seja muito restrita (Richards et al., 2014). Em geral, o
GLP-1 atua nas ilhotas inibindo o glucagon e estimulando a liberagdo de
somatostatina (de Heer et al., 2008; Qrskov; Holst; Nielsen, 1988). A acao direta do
GLP-1 nas células a ndo € completamente compreendida, embora alguns estudos
nao encontrem expressao de GLP-1R em células a, outras pesquisas mostram que
esse receptor € expresso, mas em niveis muito baixos e em uma pequena porcao de
células a (cerca de 10%) (Richards et al., 2014; Segerstolpe et al., 2016). Estudos
que avaliam os efeitos de ativacdao do GLP1-R nessas células também apresentam
resultados discrepantes. Em células a isoladas de ratos, o tratamento com GLP-1
aumentou a produgéo de glucagon (Ding et al., 1997). Por outro lado, camundongos
“knockout’ (KO) para o GLP-1R especifico nas células a apresentam altos niveis de
glucagon em jejum, intolerancia moderada a glicose e secregao elevada de glucagon
durante a administracdo de glicose, indicativos de que a sinalizagdo de GLP-1R
reduziria a liberagdo de glucagon (Zhang et al., 2019). Nas células o, esta bem
estabelecido que o GLP-1 estimula a secrecdo de somatostatina (de Heer et al.,
2008). Assim, embora ainda sejam necessarios mais dados para esclarecer o efeito
exato do GLP-1 nas células a, sabe-se que o GLP-1 inibe a liberagdo de glucagon
quando toda a ilhota é estimulada, e que isso se deve a uma agao paracrina da

insulina, somatostatina e outros sinalizadores, como Zn** e amilina, secretados pelas
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células B e d (de Heer et al., 2008; Drucker, 2018a; Gedulin et al., 2006; Zhou et al.,
2007).

Além da importante acdo do GLP-1 nas ilhotas pancreaticas, principalmente na
liberagéo de insulina, varios outros tecidos expressam o GLP-1R, indicando a sua
relevancia fisiolégica, regulando o metabolismo intermediario e sua agao em outros
sistemas (Figura 4) (Muller et al., 2019; Rowlands et al., 2018). O GLP-1R ja foi
identificado no estdbmago, musculo esquelético, musculo liso, musculo atrial cardiaco,
rins, pulmdes, tecido adiposo e em diversas areas SNC (Bullock; Heller; Habener,
1996; Challa et al., 2012; Delgado et al., 1995; Richards et al., 2014).
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Figura 4: As acdes metabdlicas do GLP-1 em diferentes 6rgaos e tipos
celulares. IEL: “intestinal intraepithelial lymphocyte”. Fonte: Drucker; Holst, 2023.
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A circulagao portal faz do figado o 6rgao que recebe a maior concentragao de
GLP-1. Alguns autores ja relataram a presenca de GLP-1R no figado, porém os
resultados mais recentes indicam que esses achados se devem principalmente a
experimentos com anticorpos inespecificos em estudos imuno-histoquimicos
(Drucker, 2018b; Knudsen; Lau, 2019). Assim, os dados atuais indicam que os
hepatdcitos ndo expressam GLP-1R (Knudsen; Lau, 2019; Pyke et al., 2014). No
entanto, o tratamento com GLP-1RA tem efeitos hepaticos conhecidos, como
melhora da esteatose pela regulagcédo das vias da proteina cinase ativada por AMP
(AMPK) e do alvo da rapamicina em mamiferos (mammalian target of rapamycin —
mTOR) (He et al., 2016), a redugao na expressao de enzimas da via gliconeogénica
(Yang et al., 2017), o aumento da concentracdo de glicogénio e da atividade da
glicogénio sintase a (Redondo et al., 2003) e a inibicdo da glicogendlise estimulada

pelo glucagon (lkezawa et al., 2003).

Uma das hipéteses para a agédo hepatica do GLP-1 seria a ligagédo a receptores
em células imunes, especialmente macrofagos, onde a ativacdo do GLP-1R
estimularia a polarizagdo M2 (anti-inflamatdria) destas células (Kawakubo et al.,
2020; Li et al., 2019). Todavia, estudos in vitro utilizando linhagens de hepatdcitos ou
culturas primarias demonstraram que diferentes GLP-1RAs regulam o metabolismo
lipidico dessas células alterando a expressao de genes como Ppary, Acsl1, Srebp-
1c, Cpt1A, Acc, Dgat1, Scd1, Apob, Fabp1, Foxal e Abca1 (Khalifa et al., 2022;
Omanovic Kolaric et al., 2022; Petrovic et al., 2023; Wu et al., 2019). Embora apenas
um receptor de GLP-1 seja conhecido, e a sua sequéncia de aminoacidos em
diferentes tecidos seja a mesma, no musculo esquelético, adipdcitos e hepatdcitos
foram observados efeitos independentes do AMPc, indicando a existéncia de uma via
de sinalizagcéo alternativa (Marquez et al., 1998; Wei; Mojsov, 1995; Yang et al.,
1998). A forma como essa via é ativada ainda nao foi elucidada, porém os
inositolfosfoglicanos poderiam ser utilizados como segundos mensageiros (Marquez
et al., 1998; Yang et al., 1998).

O GLP-1 tem diversas funcdes extra-pancreaticas importantes, muitas das quais
dependem de acdes no SNC. Entre elas estdo o aumento da saciedade e da

termogénese, a inibicdo do aumento da pressao arterial, do esvaziamento gastrico e
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da ingestao de agua, além de participar do comportamento de recompensa e do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Beiroa et al., 2014; Hayes; Skibicka; Grill, 2008;
Herman, 2018; I'meryuz et al., 1997; Kooijman et al., 2015; Krieger et al., 2016;
Pacheco et al., 2011; Rattimann et al., 2009; Sirohi et al., 2016; Tang-Christensen et
al., 1996; Wettergren et al., 1997). Tanto a expressdao génica como a expressao
proteica de GLP-1R foram encontradas em diversas regides do SNC, como
telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, ponte e medula (Jensen et al., 2018). Embora o
GLP-1R esteja disperso por diversas regides cerebrais, o principal local da sua
expressao € o NTS, de onde os neurbnios partem para regides da propria medula
oblonga e para o talamo, o hipotalamo e o cértex (Llewellyn-Smith et al., 2011). Além
desta producdo cerebral, o GLP-1 intestinal e seus analogos podem atravessar a
barreira hematoencefalica por difusdo simples em locais onde a barreira esta
incompleta ou por transporte mediado por GLP-1R (Athauda; Foltynie, 2016; Hunter;
Holscher, 2012; Secher et al., 2014). Devido a curta meia-vida do GLP-1, ha duvidas
sobre a importancia fisiologica da acao direta no SNC do GLP-1 liberado pelas
células L. Pelo menos parte da agao central do GLP-1 ocorre pela ativagdo do GLP-
1R na aferéncia vagal, uma vez que a perda da comunicagao vagal reduz a agao
anorexigena do GLP-1, embora nao seja totalmente perdida (Figura 5) (Krieger et al.,
2016; Ruttimann et al., 2009). A ativacao dos GLP-1R vagais dispara um reflexo
parassimpatico, que agindo também via nervo vago, leva a liberagdo de acetilcolina
nas ilhotas pancreaticas (Chambers et al., 2017; Drucker; Holst, 2023). Esta
estimulacéo leva a liberacdo de GLP-1 pelas células a, gerando o efeito paracrino na

ilhota descrito anteriormente (Chambers et al., 2017; Drucker; Holst, 2023).

Uma das caracteristicas do GLP-1 e dos GLP1-RAs que mais geram interesse é
o seu efeito anorexigeno. A administragdo central e periférica de GLP-1RAs reduz o
consumo alimentar por atuar principalmente em receptores no SNC, mas também
por ativar GLP-1R nas porgbes aferentes do nervo vago (Labouesse et al., 2012;
Ruttimann et al., 2009; Secher et al., 2014). No SNC, o principal local onde o GLP-1
atua controlando a saciedade é o nucleo arqueado hipotalamico (ARC) (Secher et al.,
2014). Neste nucleo, GLP-1RAs administrados perifericamente ligam-se aos

neurénios proopiomelanocortin / cocaine- and amphetamine-regulated transcript
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(POMC / CART), desencadeando o efeito anorexigeno (Secher et al., 2014). Outro
efeito da ativagdo do GLP-1R no ARC ¢ a ativagao de neurdnios GABAérgicos que
inibem a atividade orexigena de neurdnios neuropeptide Y / agouti-related peptide
(Secher et al., 2014). Alem deste importante papel do ARC, ha evidéncias de que
outros locais do SNC estédo envolvidos na agdo do GLP-1 na regulagdo do consumo
alimentar, como a formacgéao ventral do hipocampo (HPFv), estruturas mesolimbicas
como a area tegmental ventral, o nucleo accumbens e o septo lateral (Dickson et al.,
2012; Hsu et al., 2015; Terrill et al., 2019).
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Figura 5: GLP-1R nas aferéncias vagais. Secregcdao de GLP-1 das células L
intestinais pode ativar GLP-1R de neurbnios aferentes do génglio nodoso, intra-
hepaticos e do sistema portal. Neurénios do trato solitario podem gerar reflexos no
hipotalamo, e ativar neurbénios vagais que enviam sinais estimulatorios ou inibitorios
a tecidos periféricos. Fonte: Drucker; Holst, 2023.
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Além dos efeitos anorexigenos, a redugao no consumo alimentar observada em
individuos tratados com GLP-1RAs pode ser causada pela reducao do esvaziamento
gastrico (Hayes; Skibicka; Grill, 2008; I'meryluz et al., 1997; Wettergren et al., 1997).
A administracdo periférica e central (tronco cerebral caudal) de GLP-1RAs pode
diminuir a motilidade e a secregdo de acido gastricas, diminuindo assim o
esvaziamento do estdbmago, levando a uma absorgdo mais lenta de glicose e menor
glicemia pos-prandial (Hayes; Skibicka; Grill, 2008; I'meryuz et al., 1997; Wettergren
et al., 1997). Diferentes intervengdes que bloqueiam a porgéo aferente vagal ou GLP-
1R na aferéncia vagal resultam na perda da inibicdo gastrica do GLP-1 (Krieger et
al., 2016; Wettergren et al., 1997). A administracdo de inibidores adrenérgicos
também atenua a inibicdo do esvaziamento gastrico causada pelo GLP-1 (Giralt;
Vergara, 1998). Embora sejam necessarios mais dados para elucidar como o GLP-1
promove suas agoes gastricas, os resultados atuais indicam que elas dependem da
estimulacdo central, que pode ser desencadeada pela estimulagao vagal periférica e
central (Hayes; Skibicka; Grill, 2008; I'merylz et al., 1997; Wettergren et al., 1997).
Assim, a reducdo da motilidade induzida pelo GLP-1 seria devida a estimulagao
simpatica e a inibicdo parassimpatica, e ndo por agao direta no estdmago (Giralt;
Vergara, 1998; Hayes; Skibicka; Grill, 2008; I'merylz et al., 1997; Wettergren et al.,
1997).

Além de inibir o esvaziamento gastrico, a ativagdo do sistema nervoso simpatico
estimulada pelo GLP-1 também aumenta o gasto energético ao aumentar a atividade
do tecido adiposo marrom (TAM) (Lockie et al., 2012). O hipotdlamo dorsomedial
(DMH), um dos nucleos hipotalamicos que controlam a fungdo do TAM, expressa
GLP-1R e recebe inervacdo de neurbnios que expressam o gene pré-pro-glucagon.
A perturbacgédo da fungdo deste nucleo causa aumento no ganho de peso e redugéo
na termogénese do TAM (Lee et al., 2018; Shi et al., 2017). A administragao central e
periférica de GLP-1RAs estimula a atividade do TAM, embora o efeito dependa da
via de administracdo (Beiroa et al., 2014; Krieger et al., 2018; Osaka et al., 2005).
Enquanto a infusédo intravenosa resulta em aumento da termogénese, quando um
GLP-1RA é administrado por via intraperitoneal o efeito € exatamente o oposto,

resultado que provavelmente se deve a ativagcdo do GLP-1R na aferéncia vagal
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(Krieger et al., 2018; Osaka et al., 2005). Além dessas agdes via SNC, o GLP-1 pode
atuar diretamente nos adipocitos estimulando a termogénese, a depuragao
plasmatica de glicose e triacilglicerol, a lipogénese de novo e formagdo de novos
adipdcitos. Isso ocorre através da via da adenilato ciclase, levando ao aumento do
AMPc e a ativacao da proteina cinase B (PKB/AKT), da proteina cinase C (PKC), das
cinases reguladas por sinal extracelular (ERK) e da expressao do receptor gama
ativado pelo proliferador de peroxissoma (PPARYy) (Challa et al., 2012; Chen et al.,
2017; Decara et al., 2017; Kooijman et al., 2015).

Varios desses efeitos ndo parecem estar restritos ao TAM, mas também ocorrem
no tecido adiposo branco (TAB), tornando os adipdcitos brancos mais semelhantes
aos marrons em morfologia e fungdo, um processo conhecido como “browning”
(Beiroa et al., 2014; Challa et al., 2012; Chen et al., 2017; Decara et al., 2017). Além
dos efeitos causados diretamente nos adipdcitos e via SNC, o GLP-1 também atua
nas células do sistema imunologico residentes no tecido adiposo, como as células T
“adipose-resident invariant natural killer’ (iNKT). Quando ativadas, as células iNKT
liberam o fator de crescimento de fibroblastos 21 (FGF21), que por sua vez estimula
os adipdcitos, aumentando a termogénese (Lynch et al., 2016). Todavia, alguns
resultados da ativagdo do GLP-1R no TAB sao conflitantes (Chen et al., 2017; Lui et
al., 2023). Embora alguns estudos relatem um aumento na lipogénese, na expressao
do transportador de glicose (GLUT) 4, do substrato-1 do receptor de insulina (IRS1) e
da subunidade 3 do receptor de insulina (IRB), outros demonstram uma redug&o na
lipogénese via Ppary, enhancer binding protein a (Cebp-a), e glycogen synthase
kinase-3 (GSK-3) (Gao et al.,, 2007; Hao et al., 2017; Liu et al., 2020). Ainda, o
tratamento croénico com liraglutida (GLP-1RA) estimulou a oxidagdo de glicose e a
lipogénese do TAB em ratos machos e fémeas (Model et al., 2021a, 2021b).

A maioria dos estudos citados até agora foram realizados utilizando ratos,
camundongos, estudos clinicos com voluntarios humanos e linhagens celulares
dessas trés espécies. Porém, estudos realizados com cées e gatos como modelo
demonstram que, enquanto algumas das caracteristicas do GLP-1 s&o comuns entre
as espécies, outras sdo especificas. Em caes, o GLP-1 também ¢é produzido pelas

células L intestinais e age nas ilhotas pancreaticas estimulando a secregao de
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insulina (Damholt; Kofod; Buchan, 1999; Ohneda et al, 1991). Entretanto,
diferentemente de humanos e roedores, a glicose nao estimula a liberagdo de GLP-1.
Nesta espécie os principais estimulos para a secrecdo de GLP-1 sao lipidios e o GIP
(Lubbs et al., 2010; Schauf et al., 2018; Van Citters et al., 2002). Ha evidéncia de que
em caes o GLP-1 também é degradado pela DPP4, visto que a administragdo de
inibidores desta enzima (DPP4i) aumenta a concentragdo plasmatica de GLP-1
(Deacon et al., 2002; Edgerton et al., 2009). Uma importante caracteristica do GLP-1
que foi observada apenas em cédes é o aumento na captagdo periférica de glicose
sem aumento na liberagdo de insulina, indicando um provavel aumento na
sensibilidade a insulina (Freyse et al., 1999; Sandhu et al., 1999). Em gatos o GLP-1
estimula a liberagéo de insulina e € degradado pela DPP4 (Mori et al., 2016; Nishii et
al., 2014; Rudinsky et al., 2015). Nesta espécie o principal estimulo para a liberagéo

de GLP-1 é o consumo de aminoacidos (Gilor et al., 2011).

1.4.GLP-1, obesidade e DM2

O primeiro medicamento baseado no GLP-1 aprovado por agéncias regulatorias
como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Administracdo de
Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration — FDA) e a Agéncia
Europeia de Medicamentos (European Medicines Agency — EMA) foi a exenatida em
2005, 2005 e 2006 respectivamente (Al Musaimi, 2024; Eliaschewitz; Canani, 2021;
Gallwitz, 2022). A exenatida é uma molécula sintética analoga a um peptideo
conhecido como exendin-4, que foi que isolado a partir da saliva do lagarto
Heloderma suspectum, conhecido como “monstro de Gila” (Yap; Misuan, 2019). Por
sua semelhanca ao GLP-1 de mamiferos o exendin-4 é capaz de se ligar ao GLP-1R
e ativar este receptor, porém as diferengas em alguns aminoacidos, especialmente a
troca do segundo aminoacido de uma alanina por glicina, fazem com que o exendin-4
seja muito mais resistente a clivagem pela DPP4 (Yap; Misuan, 2019). Assim, a
meia-vida da do exendin-4/exenatida € de 3 a 4 horas enquanto a do GLP-1 é de
apenas 1 a 2 minutos (Nauck et al., 2021). Atualmente diversos outros GLP-1RA com
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meias-vidas ainda maiores (Figura 6), como liraglutida (12 — 14 horas), dulaglutida
(90 horas) e semaglutida (7 dias) foram desenvolvidos (Nauck et al., 2021).
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% % Exelﬂatilde
% % % molecules
% % 2 —Biodeg(adable

= Gheaide.

polymer matrix

v— DPP4 recognition site

Exenatide twice daily (4.2kDa)
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Figura 6: Sequéncias de aminoacidos do GLP-1 e GLP-1RA. Em azul escuro:
aminoacidos nos GLP-1RA iguais ao GLP-1 humano nativo. Em azul claro:
aminoacidos nos GLP-1RA diferentes do GLP-1 humano nativo. Em amarelo e rosa:
demais alteracbes moleculares nos GLP-1RA em relagdo ao GLP-1 humano nativo.
Fonte: Andersen et al., 2018.

Existem estudos avaliando a utilizacdo dos GLP-1RAs no tratamento de diversas
doengas, como as cardiacas, hepaticas, renais e neurodegenerativas (Andrikou et
al., 2019; Diz-Chaves et al., 2022; Greco et al., 2019; Nevola et al., 2023). Todavia,
atualmente estes medicamentos foram aprovados por agéncias regulatérias apenas

para o tratamento de obesidade e DM2 (Al Musaimi, 2024; Eliaschewitz; Canani,
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2021; Gallwitz, 2022). A obesidade € uma doencga crbnica, sendo atualmente
considerada uma epidemia (World Obesity Federation, 2023). Estima-se que em
2025 mais de 1,2 bilhdo de pessoas serdo obesas, o que representa 17% da
populacdo mundial, e em 2035 o numero de pessoas obesas devera superar 1,9
bilhdo — 24% da populacao (World Obesity Federation, 2023).

A obesidade é definida como um estado em que o acumulo excessivo de gordura
(no tecido adiposo branco — TAB ou em outros 6rgaos como deposi¢cdo ectopica de
lipidios) causa sérios problemas de saude (Purnell, 2023). A etiologia da obesidade é
heterogénea, e o desenvolvimento da doenga depende de diversos elementos e das
interacdes entre eles (Masood; Moorthy, 2023). Entre estes fatores estdo aspectos
genéticos e epigenéticos, inatividade fisica, consumo excessivo de calorias,
ambiente intrauterino, sono, uso de medicamentos, condigdo socioeconémica,
estresse, microbiota intestinal, exposicdo a disruptores endocrinos entre outros
(Masood; Moorthy, 2023). As comorbidades associadas a obesidade incluem
hipertensdo, doengas  cardiovasculares, desordens  musculoesqueléticas,
hiperlipidemia, apneia do sono, varios tipos de cancer e principalmente resisténcia a
insulina (IR) e disfungédo das células B pancreaticas, que podem progredir para DM2
e sindrome metabdlica (De Godoy; Swanson, 2013; Huang et al., 2016; Kharroubi;

Darwish, 2015; Lépez; Tena-Sempere, 2015).

Dentre as doencas associadas a obesidade destaca-se a relagdo com a DM2,
que é uma das mais proximas e bem estabelecidas, envolvendo elementos comuns
na patogénese das duas doencgas (Ruze et al., 2023). Os principais mecanismos
relacionados a obesidade que predispbée a DM2 sao a inflamacéo crbénica de baixo
grau, disfungdo mitocondrial e hiperinsulinemia (Boutari; DeMarsilis; Mantzoros,
2023). A DM2 ¢ caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de resisténcia
periférica a insulina e disfuncdo na secrecao de insulina pelas células 3, levando a
um quadro de hiperglicemia (Kharroubi; Darwish, 2015). A DM2 pode ainda levar a
outras complicagdes, como nefropatia, hipertensao, dislipidemia, esteatose hepatica

e inflamacgao sistémica (Kharroubi; Darwish, 2015).
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Considerando-se as agoes fisiologicas do GLP-1, ndo é surpreendente que tenha
sido despertado grande interesse no seu potencial uso farmacolégico no tratamento
da obesidade e da DM2. Embora em humanos e roedores estas duas doengas sejam
claramente relacionadas, em animais domésticos, principalmente caes, esta relagao
possuindo caracteristicas proprias (Boutari; DeMarsilis; Mantzoros, 2023; Ruze et al.,
2023; Zoran, 2010). Embora caes dificimente desenvolvam diabetes insulino-
resistente como a DM2 humana e a diabetes de gatos, caes obesos tém maior
predisposicao para desenvolver DM, mesmo que nesta espécie a doenca tenha

caracteristicas insulinodependentes (Poppl, 2023).

A obesidade em animais de estimacdo € um problema crescente em muitas
partes do mundo. Cerca de 60% dos caes no Reino Unido, 56% nos EUA, 44% na
China e 40% no Brasil estdo com sobrepeso ou obesidade, enquanto a prevaléncia
global de sobrepeso e obesidade canina € estimada entre 29 e 57% (Bomberg et al.,
2017; Mao et al., 2013; Porsani et al., 2020; Shepherd, 2021; Wallis et al., 2018). A
prevaléncia de sobrepeso e obesidade em gatos € semelhante a ligeiramente
superior a dos caes, sendo 60% nos EUA, 63% na Nova Zelandia e 50% na Holanda,
45% na Suécia e estimada entre 12 e 63% globalmente (Ohlund; Palmgren; Holst,
2018; Shepherd, 2021; Tarkosova et al., 2016; Wallis; Raffan, 2020). Em uma
avaliagao feita no Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul em Porto Alegre, observou-se uma prevaléncia de sobrepeso ou de
obesidade de 38,37% em gatos e 35,76% em caes (Machado et al., 2022).Tanto
caes quanto gatos sdo considerados com sobrepeso quando seu peso corporal esta
mais de 10% acima do peso ideal, e obesos quando esse valor esta 20% ou mais

acima do ideal (German, 2016).

Em caes a obesidade leva ao aumento de citocinas inflamatérias e resisténcia a
insulina, porém eles ndo apresentam perdas significativas na fungcao das células j3,
mantém alta liberacdo de insulina, nao apresentam hiperglicemia de jejum e
raramente desenvolvem DM por resisténcia a insulina (Gilor et al., 2016; Verkest et
al., 2012). Mesmo em protocolos de pesquisa para gerar um quadro semelhante a
DM2 em caes, para usa-los como modelo para doengcas humanas, € necessario

combinar dietas ricas em energia que desencadeiam resisténcia a insulina com
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drogas diabetogénicas, como a estreptozotocina, para danificar as células B (Kleinert
et al., 2018). Os gatos, por sua vez, desenvolvem DM2 tipico relacionado a
obesidade, com resisténcia a insulina e subsequente perda da fungcédo das células B
(Gilor et al., 2016). Porém, o quadro inflamatorio caracteristico de humanos obesos,
que também é verificado em caes, ainda precisa ser confirmado em felinos. Nao
foram observadas relagdes entre obesidade e citocinas como resistina, interleucina
(IL) 1, IL-6 e fator de necrose tumoral a (TNFa) em gatos (Bjornvad et al., 2014;
Hoenig et al., 2013; Takashima et al., 2019).

1.5.Estrégenos, Obesidade e DM2

Assim como o GLP-1, outros hormdnios estédo intimamente ligados a obesidade e
a DM2, e entre eles os estrogenos sao especialmente importantes. Nas fémeas
mamiferas os esteroides sexuais mais importantes sao os estrogénios, e o 17--
estradiol (E2) € o principal deles (Mauvais-Jdarvis; Clegg; Hevener, 2013). O E2 é
uma molécula derivada do colesterol, e a enzima chave para sua producédo é a
aromatase (CYP19A1) (Figura 7) (Kurytowicz, 2023). O principal sitio de produgao do
E2 sdo os foliculos ovarianos em desenvolvimento (Mauvais-Jarvis; Clegg; Hevener,
2013). Para a produgao de E2 nos foliculos sdo necessarios tanto o estimulo pelo
hormoénio luteinizante (LH) como o horménio foliculo estimulante (FSH), ambos
produzidos na adeno-hipofise, em resposta ao horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) (Simpson, 2003). A produgao de estrégenos também ocorre em outros

locais, como adrenais, placenta e o TAB (Kurytowicz, 2023).
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Esta secédo tratara de aspectos relativos a acdes de hormédnios caracteristicos do

sexo feminino. Apesar de sexo e género serem conceitos com interseccdes, estas

classificagdes sao distintas e influenciam a saude humana de forma independente

2020).

socialmente que designam papeis,

(Mauvais-Jarvis et al.,
rel

O termo género se refere a normas construidas

acdes e posicbes que sdo atribuidas as
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pessoas (Shannon et al., 2019). Género ndo é um termo binario, um mesmo
individuo pode apresentar caracteristicas classificadas como masculinas ou
femininas em diferentes graus (Mauvais-Jarvis et al., 2020; Pelletier; Ditto; Pilote,
2015). Cerca de dois tergos dos homens e mulheres relatam pelo menos uma
caracteristica relacionada ao género tradicionalmente atribuidas ao sexo oposto
(Mauvais-Jarvis et al., 2020; Pelletier; Ditto; Pilote, 2015). Pessoas transgénero sao
aquelas que apresentam identidade de género diferente do sexo atribuido ao
nascimento (Mauvais-Jarvis et al., 2020; Pelletier; Ditto; Pilote, 2015). Assim como o
sexo, diferengas de género sao variaveis importantes que definem diferentes
comportamentos e susceptibilidade a doengas (Johnson; Greaves; Repta, 2009;
Mauvais-Jarvis et al., 2020). Comportamentos como dieta, estresse percebido,
tabagismo, atividade fisica, acesso a cuidados de saude, comportamentos de
procura de ajuda e utilizagao individual do sistema de saude sdo mais influenciados
pelo género do que pelo sexo biolégico (Mauvais-Jarvis et al., 2020; Mosca; Barrett-
Connor; Kass Wenger, 2011; Vera Regitz-Zagrosek et al., 2016). Além disto, alguns
destes comportamentos podem produzir modificagbes epigenéticas que modulam a
expressao genica (Mauvais-Jarvis et al., 2020). O género também é um melhor
preditor de risco a doengas cardiovasculares do que o sexo bioldgico (Pelletier et al.,
2016; Pelletier; Ditto; Pilote, 2015). Apesar da importancia das diferencas de género
para a saude humana, a avalicdo desta variavel esta além do escopo desta tese.
Neste estudo utilizamos modelos animais em que podemos avaliar caracteristicas

reguladas por horménios sexuais, porém o género nao foi uma variavel analisada.

A acao dos estrogenos se da pela ligagao destas moléculas a receptores nas
células alvo (Alemany, 2021). Existem trés tipos principais de receptores de
estrogenos (ER), os receptores classicos ou candnicos ERa e ERP e os receptores
de estrégenos associados a proteina G (GPER), como GPRA1 e GPR30 (Alemany,
2021). Os receptores classicos estao localizados no citosol ou no nucleo, e apés a
ligacdo do E2 formam dimeros que interagem em locais especificos do DNA,
conhecidos como elementos responsivos a estrégenos (ERE), regulando a
expressdo de determinados genes (Mauvais-Jarvis; Clegg; Hevener, 2013). Os

GPER estao localizados na membrana plasmatica e intracelularmente, em porgdes
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internalizadas da membrana (Figura 8) (Prossnitz; Barton, 2011). Apds a interagao
com ligantes e sua ativagao, estes receptores estimulam a atividade de diferentes
enzimas tirosina cinases néo receptoras da familia proto-oncogene tyrosine-protein
(Src) levando ativagdo de vias como da proteina cinase ativada por mitdbgeno
(MAPK)/ERK e (PI3a)/Akt (Alemany, 2021; Luo; Liu, 2020). Também ocorre o
aumento da atividade da adenilato ciclase e fosforilagdo do AMPc levando a ativagao
da PKA (Alemany, 2021; Luo; Liu, 2020).

Genomic Non-genotropic
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Figura 8: Mecanismos de agao dos receptores de estrogénio. ERa: receptor de
estrégenos a. ERp: receptor de estrogenos B. ERE: elementos responsivos ao
estrogénio. TF: fator de transcricdo. GPER1/GRP30: receptores de estrogenos
associados a proteina G. Fonte: Lara-Castillo, 2021.

O E2 desempenha um papel fundamental na regulagdo do sistema reprodutor
feminino, porém suas ag¢des vao muito além de um “horménio sexual” (Alemany,
2021). Como reguladores do metabolismo intermediario os estrogenos agem em

diversos tecidos como figado, musculo esquelético, tecido adiposo, no sistema
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nervoso central e em células B pancreaticas (Kim; Cho; Kim, 2014; Mauvais-Jarvis;
Clegg; Hevener, 2013). Devido as agbes dos estrogenos nestes tecidos, encontram-
se diversas diferengcas metabdlicas entre homens e mulheres e entre mulheres em
idade reprodutiva (pré-menopausa) e aquelas que nao apresentam mais ciclos

reprodutivos (pés-menopausa) (Palacios et al., 2024; Tramunt et al., 2020).

A deposicao do tecido adiposo é diferente entre os sexos, com as mulheres pré-
menopausa acumulando gordura especialmente em depdsitos subcutdneos
(gluteofemorais — obesidade gindide) e homens em depdsitos viscerais (abdominais
— obesidade andréide) (Fried; Lee; Karastergiou, 2015; Kim; Cho; Kim, 2014).
Mulheres apds a menopausa apresentam um padrao de deposicdo mais semelhante
ao masculino (Fried; Lee; Karastergiou, 2015; Kim; Cho; Kim, 2014). Mulheres em
idade reprodutiva apresentam maior prevaléncia de obesidade, porém menor
prevaléncia de DM2 do que homens na mesma faixa etaria (Kautzky-Willer; Leutner;
Harreiter, 2023; Palacios et al., 2024). Entretanto, apds a menopausa a prevaléncia
de DM2 em mulheres aumenta de forma importante, sendo maior do que em homens
(Kautzky-Willer; Leutner; Harreiter, 2023).

A “protecao metabdlica” que as mulheres apresentam deve-se principalmente a
acao dos estrégenos em tecidos como o figado, TAB e ilhotas pancreaticas. No
figado, a ligacao do E2 ao GPER, ao ERa e ao ERa de membrana (mERa), pode
influenciar o metabolismo lipidico e estimular a oxidagdo da lipideos (Faulds et al.,
2012; Maher et al., 2010; Shen; Shi, 2015). Também foi demonstrado que a
ovariectomia em roedores causa aumento da deposicao de triglicerideos no figado
(Kitson et al., 2015; Model et al., 2021a; Tomaz et al., 2016). Este resultado é
atribuido a expresséao reduzida de pAMPK, um importante regulador metabdlico da
sintese/oxidagdo de acidos graxos e da oxidagdo da glicose, e ao aumento da
expressao de genes lipogénicos, como SREBP-1c e seus alvos ACC-1 e FAS (D’Eon
et al., 2005; Nigro et al., 2014).

No TAB o E2 promove, como citado acima, a deposicdo de lipideos
principalmente na regido subcutédnea (Lustig et al., 2022). Este tipo de deposicao

esta associado ha menor producdo de citocinas inflamatérias e menor risco de
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desenvolvimento de disturbios metabdlicos (Lustig et al., 2022). A ativagao dos ERs
no TAB estimula a lipdlise e oxidacéo lipidica e inibe a captagcédo de acidos graxos e a
sintese de triglicerideos (Lundholm et al., 2008; Mauvais-Jarvis; Clegg; Hevener,
2013). A oxidagdo da glicose e a sintese lipidica também foram reduzidas em ratas
apos ovariectomia em depdsitos de TAB (Model et al., 2021a). Camundongos
aERKO exibem aumento do TAB, do tamanho de adipdcitos, do numero de
adipdcitos e da desregulagao de lipoproteinas, desenvolvendo toleréncia diminuida a

glicose e resisténcia a insulina (Lustig et al., 2022).

No figado os estrogenos também agem na regulagdo do metabolismo
intermediario, além de inibir o desenvolvimento de doencas hepaticas crdnicas
(Ezhilarasan, 2020). Os hepatocitos expressam os trés tipos de receptores de
estrogenos, sendo que o ERa é o mais expresso, seguido do ERB e do GPER, que
tem a menor expressao (Mahboobifard et al., 2022). A auséncia da sinalizagao
estrogénica, seja pela ovariectomia (OVR) ou em animais ERKO, leva a alterag¢des
hepaticas como aumento na sintese e deposig¢ao de lipideos e resisténcia a insulina
(Palmisano; Zhu; Stafford, 2017). Ja a ativagdo dos ER, especialmente o ERa, leva a
fosforilagdo do transdutor de sinal e ativador de transcricao 3 (STAT3), que por sua
vez inibe genes envolvidos na lipogénese como fatty acid synthase (Fasn), stearoyl-
Coenzyme A desaturase 1 (Scd1), acetyl-CoA acyltransferase 1 (Acaa1) e glycerol-3-
phosphate acyltransferase, mitochondrial (Gpam) (Gao et al., 2006). O ERa agindo
no citoplasma de hepatocitos também estimula a fosforilagdo da AMPK, que por sua
vez inibe a lipogénese agindo sobre proteinas como a acetil-CoA carboxilase (ACC)
e a acido graxo sintase (FAS) (Kim et al., 2014; Pedram et al., 2013). Por fim, o
tratamento com E2 estimula a oxidagdo de acidos graxos, inibe a MAPK e a
producdo de espécies reativas de oxigénio e de IL-6 no figado (Camporez et al.,
2013; Mahboobifard et al., 2022).

Esta estabelecido que a ativacdo dos ERs nas células B (ERa, ERB e GPER)
produz efeitos benéficos nestas células, melhorando a sua sobrevivéncia, a
biossintese de insulina e a secregdo de insulina estimulada por glicose (GSIS)
(Mauvais-Jarvis, 2016). Além da diferenca na prevaléncia de DM2 em homens e

mulheres, ha evidéncias de diferencas sexuais no desenvolvimento desta doenca em
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modelos animais (Kautzky-Willer; Leutner; Harreiter, 2023; Mauvais-Jarvis et al.,
2017). Em linhagens modelo para diabetes como camundongos diabéticos néao
obesos (nonobese diabetic mouse — NOD), ratos Zucker, camundongos Akita,
camundongos transgénicos que super expressam o polipeptideo amildide da ilhota
humana (hlIAPP) em células B e roedores com destruicdo de ilhotas induzida por
estreptozotocina (STZ) ou aloxana, fémeas apresentam maior resisténcia ao
desenvolvimento da doencga (Geisler et al., 2002; Gourdy et al., 2016; Le May et al.,
2006; Liu et al., 2009; Mauvais-Jarvis et al., 2017; Tiano et al., 2011). Em machos
tratados com E2 estes processos sdo ao menos parcialmente inibidos (Geisler et al.,
2002; Gourdy et al., 2016; Le May et al., 2006; Liu et al., 2009; Mauvais-Jarvis et al.,
2017; Tiano et al., 2011).

1.6.Interacao entre GLP-1 e estrégenos

Apesar da ligagao inicial a diferentes receptores, os efeitos do E2 e do GLP-1
podem convergir na ativagdo de cinases importantes, como PKA, PKB e PKC,
sugerindo que estes hormdnios podem ter efeitos sinérgicos em diferentes tecidos
(Burmeister et al., 2012; Ding et al., 2010; Rowlands et al., 2018; Shen; Shi, 2015;
Zhu et al., 2013). No figado, ambos os horménios reduzem o acumulo de lipideos e
melhoram a sensibilidade a insulina (D’Eon et al., 2005; Ding et al., 2010; Zhu et al.,
2013), no SNC podem melhorar a sensibilidade periférica a insulina e a homeostase
energética (Burmeister et al., 2012; Mauvais-Jarvis; Clegg; Hevener, 2013). A
combinagao de E2 e GLP-1 na mesma molécula como sistema alvo de entrega de
E2 para tratar a sindrome metabdlica ja foi proposta (Finan et al., 2012; Tiano et al.,
2015).

Além das agdes de E2 e GLP-1 que regulam importantes tecidos metabdlicos
(TAB entre outros), foi recentemente demonstrado que esses horménios podem
regular a liberagdo um do outro (Handgraaf et al., 2018; Maske et al., 2017;
Outeirifio-Iglesias et al., 2015; Wang et al., 2017). Em ratas, a administracdo de GLP-
1 aumentou a liberagdo de LH durante o periodo pré-ovulatério, influenciando as

concentragdes subsequentes de progesterona e estradiol (Outeirifio-lglesias et al.,
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2015). Em um estudo de 2018, Handgraaf e colaboradores demonstraram que em
camundongas ovariectomizadas, as concentracbes plasmaticas de glicose e
glucagon aumentaram enquanto a de insulina diminuiu. Quando estes animais séo
tratados com reposicédo de E2, essas alteragdes séo revertidas e a liberagao de GLP-
1 das células L (intestinais) e a (pancreaticas) € aumentada. Além disso, em células
que expressam o GLP-1 (GLUTag) isoladas, a ativagdo de ERa regulou

positivamente a secregao deste horménio (Wang et al., 2020).

1.7.Justificativa

Os GLP-1RAs estao sendo mundialmente utilizados para o tratamento de DM2 e
obesidade, além de apresentarem evidéncias promissoras no tratamento de doencas
cardiacas, hepaticas e renais. Todavia, apesar de sua utilizacdo estar amplamente
difundida, alguns aspectos da fisiologia do GLP-1 em humanos e animais ainda néo
sdo compreendidos. O GLP-1 e seus analogos podem ter agbes espécie-especificas
e interagdes com outros hormdénios (especialmente os estrogenos) que podem

influenciar suas ag¢des farmacoldgicas em humanos e animais.
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS

Esta tese foi dividida em duas secbes, uma revisdo narrativa e um estudo

experimental, cada uma com suas hipoteses e objetivos especificos.

2.1.Revisao narrativa
2.1.1. Hipdtese da revisgo narrativa

Assim como ocorre em humanos, a utilizagdo de GLP-1RAs poderia ajudar no
tratamento de DM e obesidade em animais domésticos, mais especificamente caes e
gatos. Ao revisar a literatura pode-se compilar diferentes estudos que corroborem

este uso.

2.1.2. Objetivo geral da revisdo narrativa

Compilar e analisar criticamente estudos que avaliam os efeitos fisioldgicos do

GLP-1 e as agbes farmacologicas dos GLP-1RAs em caes e gatos.

2.1.3. Objetivos especificos da revisdo narrativa

e I|dentificar os estudos que avaliem as acdes fisiolégicas do GLP-1 em céaes e
gatos publicados em revistas cientificas indexadas as plataformas PubMed/NCBI,
Scopus, Web of Science e Google Scholar.

e |dentificar os estudos que avaliem a utilizagdo de GLP-1RAs no tratamento de
diferentes doengas em cées e gatos publicados em revistas cientificas indexadas
as plataformas PubMed/NCBI, Scopus, Web of Science e Google Scholar.

e Comparar as agcbes do GLP-1 em espécies em que ha mais informacgdes
(roedores e humanos) com céaes e gatos, evidenciando caracteristicas espécie-

especificas.
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e Sumarizar os achados em cades e gatos com diferentes doengas tratados com
GLP-1RAs e DPP4i, destacando o potencial destes farmacos para o tratamento
de animais com doencgas metabdlicas.

e Apontar possiveis restricdes e efeitos adversos encontrados do uso de GLP-
1RAs e DPP4i em caes e gatos.

2.2.Estudo experimental
2.2.1. Hipdtese do estudo experimental

Visto que parte das vias de sinalizagdo do GLP-1R e dos ERs levam a ativagao
de proteinas em comum, promovendo desfechos similares, propomos que a ativagao
do GLP-1R no tecido adiposo e no figado pode compensar, ao menos em parte, as

alteragdes oriundas da baixa concentragao estrogenos.

2.2.2. Objetivo geral do estudo experimental

Estudar como os efeitos da ovariectomia influenciam na agdo do GLP-1 em
tecidos fundamentais para a regulagdo do metabolismo intermediario. Para isto foram
feitas a incubacédo de figado, TAB subcutaneo (sc), TAB perirenal (pr) e TAM de
ratas castradas e sham na presenga de um GLP-1RA, o liraglutida. Também foram
identificados estudos que realizaram o transcriptoma de roedores fémeas tratados
com GLP-1RA e o transcriptoma de animais castrados, reanalisando seus dados

com foco na interagcéo entre estas intervengdes.

2.2.3. Objetivos especificos do estudo experimental

Avaliar a acao aguda de um GLP-1RA nos tecidos das ratas castradas e sham:
. Captacéo de glicose no TABsc, TABpr, TAM e figado.

. Oxidacgao de glicose no TABsc, TABpr, TAM e figado.

. Oxidacgao de palmitato no TABsc, TABpr, TAM e figado.
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. Lipogénese a partir de glicose no TABsc, TABpr e TAM e figado.
. Lipdlise no TABsc, TABpr e figado.

. Expressao génica de Ppar e Ppara no TABsc e no figado.

A partir de dados de transcriptoma disponiveis na literatura:

. Comparar os genes diferencialmente expressos (DEGs), up e down
regulados no TAB de roedores fémeas submetidas a ovariectomia e ao tratamento

com GLP-1RA, avaliando como cada intervengao regula a expresséo génica.

. Realizar a analise de enriquecimento funcional (Gene Ontology — GO) dos
DEGs encontrados e comparar os termos GO e vias KEGG (de Enciclopédia Kyoto

de Genes e Genomas — KEGG) resultantes de cada intervengéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Revisao narrativa

A revisao abordou os aspectos fisiologicos e farmacolégicos do GLP-1 em caes e
gatos. Para encontrar os estudos que avaliaram a agao de medicamentos a base de
GLP-1 em caes e gatos, foram utilizadas as plataformas PubMed/NCBI, Scopus,
Web of Science e Google Scholar para busca pelos termos "dog and GLP-1", "canine
and GLP-1", "cat and GLP-1" "feline and GLP-1", "pet and GLP-1" além de seus
plurais. Realizamos as mesmas pesquisas novamente, mas substituindo o termo
"GLP-1" com "glucagon like peptide-1" e depois com o termo "incretin". Essas buscas
foram realizadas entre maio e junho de 2021, ndo foram impostas restricbes quanto a
data de publicagdo. Apenas artigos em inglés foram encontrados e considerados.
Quatro pessoas realizaram buscas de forma independente. Em seguida, todos os
artigos foram reunidos (desconsiderando repeticdes) e dois individuos avaliaram de
forma independente quais deveriam ser incluidos. Como o critério de inclusdo foi
qualquer artigo que abordasse o tema proposto, ndo houve discrepancias nos
resultados obtidos pelos revisores. Dos 30 artigos encontrados, todos que
abordavam esses temas foram incluidos, com exceg¢ao de um (Padrutt et al., 2015).
Este estudo foi excluido porque os autores nao realizaram analise estatistica dos

dados.

3.2.Estudo experimental

3.2.1. Anélise de transcriptomas disponiveis na literatura

Para examinar os efeitos do GLP-1 e da deficiéncia de estrégenos no
transcriptoma de tecidos importantes na regulacdo do metabolismo energético,
usamos dados de RNA-Seq de dois estudos publicados: Gudmundsdottir et al., 2018
e Kurt et al.,, 2018. Esses dados podem ser encontrados no banco de dados
ArrayExpress com numero de acesso E-MTAB-6015 e no banco de dados NCBI
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Gene Expression Omnibus (GEO) com numero de acesso GSE112947. Obtivemos
dados de camundongos fémeas como segue: TAB gonadal de camundongas fémeas
tratadas com um GLP-1RA (0,6 mg/kg/d), por 14 dias e controles que n&o receberam
tratamento (Gudmundsdottir et al., 2018) e TAB gonadal de camundongos fémeas
OVR (10 semanas apds a cirurgia) e seus controles sham (Kurt et al., 2018). As
sequéncias baixadas foram mapeadas para um genoma de referéncia (Mus
musculus GRCm39 - https://ftp.ensembl.org/pub/release-
110/fasta/mus_musculus/dna/Mus_musculus.GRCm39.dna.toplevel.fa.gz) usando o
software HISAT2 (Kim et al., 2019). Ap6s a montagem, os niveis de expressao
génica foram quantificados usando software StringTie (Pertea et al., 2015). O pacote
R DESeqg2 foi utilizado para identificar os DEGs; os genes foram considerados
diferencialmente expressos quando p <0,05 (limiar de alteragdo de 1) (Love; Huber;
Anders, 2014). A plataforma Database for Annotation, Visualization, and Integrated
Discovery (DAVID) (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) foi utilizada para realizar
analises de enriquecimento funcional (GO) e para determinar as vias KEGG
significativamente associada aos DEGs (Huang; Sherman; Lempicki, 2009; Sherman
et al., 2022).

3.2.2. Animais

Para os demais experimentos foram utilizadas ratas Wistar (Rattus novergicus),
com 60 dias de idade, provenientes do Centro de Reproducao e Experimentagao de
Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Os animais foram separados em dois grupos experimentais: sham e
castradas. Os animais foram mantidos na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA)
do hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas, com assoalho recoberto por
maravalha de pinus e densidade maxima de 3-4 animais por caixa. O alojamento era
especifico para a espécie, com temperatura (22 + 2°C) e umidade (40-60%)
controladas, sistema de exaustdo do ar e ciclo de claro:escuro de 12:12 horas. O
fornecimento de ragéo (padrédo para a espécie) e agua (autoclavada) foi ad libitum. A

frequéncia de troca das caixas seguiu a rotina da UEA. Todos os pesquisadores
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envolvidos no manuseio dos animais possuem treinamento para este fim. Também
estao treinados para identificar o desconforto/ sofrimento de animais de laboratério
pelas caracteristicas fisicas e comportamentais e visam garantir principalmente o
bem-estar animal. As instalag¢des utilizadas estdo em conformidade com a Lei Arouca
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 e apresentam credenciamento e
acompanhamento do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). O calculo do tamanho amostral foi efetuado utilizando-se o software
G*Power 3.1.9.2 (Schleswig-Holstein, Alemanha). No calculo do tamanho da amostra
foram considerados probabilidade de erro a = 0,05, poder do teste estatistico = 0,80.
Também foram usados como base para calculo os resultados de protocolos
experimentais de nosso laboratorio. O calculo amostral estimou um “n” total igual a
40 animais, (10 animais por grupo x 4 grupos). O projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da UFRGS (numero 38478) (anexo |) e do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (projeto 2022/0015) (anexo II).

Apoés a chegada na UEA, os animais foram colocados em quarentena por 15 dias
e entdo foram realizados os procedimentos cirurgicos. A ovariectomia seguiu o
protocolo da UEA adaptado segundo a técnica descrita por Idris, (2012)(Idris, 2012).
Os animais foram pré-medicados com morfina (2-3 mg/kg) e cetamina (10 mg/kg) por
via IP. Apdés 15 minutos, foram induzidos (4-5%) e mantidos (1-2%) com isoflurano
diluido em O2 fornecidos por meio de mascara facial/cone nasal. Apos a anestesia
0os animais foram mantidos em incubadora para oxigenagdo e aquecimento. A
analgesia pos-operatoria foi realizada com meloxicam (1mg/kg) SC a cada 24 h por 2
dias e tramadol (20 mg/kg) IP a cada 12 h por 3-5 dias. Os animais dos grupos sham
também passaram pelo processo cirurgico e acompanhamento, exceto a remogéao
dos ovarios. Segundo a diretiva europeia 86/609/EEC, que classifica os graus de
severidade dos procedimentos laboratoriais com animais, este procedimento é
caracterizado como moderado, pois 0s animais passarao por algum grau de dor, que
sera amenizado pela medicagdo anestésica/ analgésica, mas nao terdo prejuizo no

bem-estar.

Para evitar possiveis interferéncias do processo cirurgico/pos-operatorio nas

analises, as ratas permaneceram mais 20 dias na UEA até sua eutanasia. As ratas
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que passaram pelo procedimento sham foram eutanasiadas durante o diestro. Esta
fase do ciclo foi escolhida pois apresenta baixas concentragdes de E2 (Au et al.,
2016). Assim, qualquer alteracdo observada ndo deve ser devida a acéo
momentanea dos estrogenos, uma vez que elas estado preservadas na fase do ciclo
reprodutivo em que as concentracdes destes hormonios estao reduzidas. Além disto,
o diestro é a fase mais longa do ciclo, o que facilita a organizacéo da realizagao dos

procedimentos experimentais (Ajayi; Akhigbe, 2020).

Os animais foram mortos por decapitagdo em guilhotina para roedores, sem
anestesia, para obtengdo do sangue total e dos tecidos que serdo analisados. O
meétodo escolhido para eutanasia baseia-se no fato deste ser um método eficaz que
produz alteragdes fisiolégicas minimas nos tecidos. Considerando a necessidade de
obtencdo de sangue periférico e realizacdo de analises celulares e bioquimicas,
nenhum anestésico ou outra substancia sera injetado nos animais por ocasiao da
decapitagdo. A morte dos animais sob anestesia, apesar de desejavel, é
incompativel com nossos protocolos, pois extensa literatura demonstra que
anestésicos de diversas classes (flumazenil/fentanil, midazolam, cetamina, xilazina,
isoflurano, sevoflurano, pentobarbital e propofol) (levam a alteragdes de parametros
metabdlicos como a glicemia e a lactatemia, do metabolismo da glicose em
diferentes tecidos e da liberacdo do GLP-1em roedores, mesmo que as amostras
sejam colhidas muito rapidamente (minutos) apds a administracdo do anestésico
(Brown et al., 2005; Du et al., 2019; Kitamura et al., 2009; SAHA et al., 2005;
Windelgv; Pedersen; Holst, 2016; Wu et al., 2020). Como toda investigagdo deste
projeto esta baseada em avaliagdes endocrino metabdlicas, este tipo de viés no
estudo comprometeria completamente a confiabilidade dos dados obtidos. Este
procedimento de eutanasia vem sendo recorrentemente utilizado por nosso grupo de
pesquisa pois & aceito pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da UFRGS, por
diferentes revistas da area (Model et al., 2021a, 2021b) e esta de acordo com a
diretriz da pratica de eutanasia do CONCEA - Resolu¢gdo Normativa n° 37 de
27/01/18 (topico 8.14.9. “decapitagdo”). Apds a eutanasia, foram coletados e
pesados o TAB (subcutaneo e perirrenal), TAM, figado e utero. O grau de severidade

para a eutanasia € sem recuperacao.
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3.2.3. Estudo piloto

Para determinar o tempo e a dose ideais de incubacéao foi realizado um estudo
piloto. As técnicas de oxidagdo e captacdo de diferentes substratos estao
estabelecidas no nosso grupo de pesquisa, e normalmente sdo realizadas com 1
hora de incubagao (Model et al., 2021a; Vogt et al., 2023). Para este estudo foram
testadas incubacdes de 1 e 2 horas. As doses testadas foram baseadas em estudos
encontrados na literatura com protocolos semelhantes ao realizado neste trabalho
(Ban et al., 2010). Foram testadas as doses de 0,1 uM, 1 yM e 10 uM. Neste estudo
piloto foram avaliados a oxidagao de glicose, oxidagao de palmitato e captagao de

glicose.

3.2.4. Incubagéo

As amostras coletadas de tecido foram colocadas em tubos contendo solucéo
fisiologica (Krebs-Ringer Bicarbonato, pH 7,4 — KBS) e transportadas refrigeradas até
o laboratério de metabolismo e endocrinologia comparada (LaMEC) — UFRGS. La
elas foram pesadas, fatiadas em formato cubdide (aproximadamente 3mm?3) e
colocadas em um tubo contendo 1000ul de KBS contendo 1% de albumina sérica
bovina, 5 mM de glicose, 10uM de liraglutida (um GLP-1RA, apenas nos grupos
tratados) (Victoza®) e dependendo do parémetro a ser avaliado, foi adicionado
algum substrato radioativo. Imediatamente antes da incubagdo os frascos foram
aerados com carbogénio (95% 02:5% COz2) (Ban et al., 2010).

3.2.5. Captacgéo de glicose

Para a avaliagdo da captacéo de glicose, as amostras foram incubadas em KRB
com 0,1 uCi de 2-deoxi-D-[1-'*C]-glicose (55mCi/mmol -Amersham International) por
1 hora a temperatura de 37°C. Os tecidos foram separados para hidrolise e
contagem da quantidade de glicose captada pelo tecido (Tecido). O meio de
incubacdo foi reservado para verificagdo da quantidade de glicose ndo captada
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(Meio). A medida da radioatividade foi feita apds adigdo de liquido de cintilagao
[Tolueno - Triton X100 (2:1) — PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)] em contador LKB-
Wallac e os resultados expressos pela razdo Tecido/Meio (Machado; Wassermann;
Marques, 1991).

3.2.6. Lipolise

Para avaliagdo da lipolise basal e estimulada, as amostras de tecido foram
incubadas por 60 minutos a 37°C em KRB contendo solugdo de adrenalina e acido
ascorbico (2,5 x 10“*M). Apos a incubagdo, o meio de incubagdo foi coletado e
guardado em tubos tipo eppendorf para posterior dosagem de glicerol. O ensaio de
lipdlise basal foi efetuado da mesma forma, porém a incubagao foi realizada na
auséncia de adrenalina (Cozer et al., 2016). A concentragdo de glicerol liberada no
meio de incubacdo foi determinada enzimaticamente utilizando kit comercial (R-
Biopharm®, Darmstadt, Alemanha). Os valores foram expressos em mg de glicerol. g

de tecido™".

3.2.7. Oxidacao de substratos

Para a conversao de glicose em CO2 os tecidos coletados foram colocados em
frascos com tampa de borracha contendo 1 mL de KRB acrescido de 0,10 uCi de [U-
14C]-glicose (55 mCi/mmol GE-Healthcare). Foram acopladas tampas de borracha a
vidros em formato de “J” com um pocgo onde foi colocado papel 3MM para a captagao
do 'CO:2 resultante da oxidagédo da '“C-glicose. Os tecidos foram incubados durante
60 minutos, a 37°C sob agitacdo constante em banho metabdlico. A reagédo de
oxidagao foi interrompida injetando-se TCA 50% no meio de incubag&o e nos pogos
foi injetado NaOH 2M para a captagdo do “CO: formado. Apos 24 horas, os papeis
3MM foram retirados e colocados em frascos de contagem com 2mL do liquido de
cintilacdo e levados a um contador LKB-Wallac, para determinar a formacdo do
14CO2. Para a conversdo de palmitato a “CQO2 as amostras foram incubadas nas
mesmas condigbes, porém o substrato “C-glicose foi substituido por '“C-palmitato
(Cozer et al., 2016; Torres et al., 2001).
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3.2.8. Sintese de lipideos

As mesmas amostras utilizadas para sintese de '“CO2 a partir de 'C-glicose
foram utilizadas para avaliar a conversdo de glicose em lipidios. Estas amostras
foram lavadas em solugéo fisiolégica e entdo homogeneizadas em solugdo de
cloroféormio- metanol (2:1) e deixadas overnight em geladeira. No dia seguinte os
lipideos foram extraidos segundo a técnica de Folch et al., (1957) e a esses lipideos
acrescenta-se liquido de cintilagdo para a contagem da radioatividade incorporada no
contador LKB-Wallac (Bueno; Azzolin; Perry, 1994; Cozer et al., 2016; Folch; Lees;
Sloane Stanley, 1957).

3.2.9. Anélise da expresséo génica por RT-gPCR

Para a realizacdo de PCR real-time as amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido apdés a incubagdo e mantidas a -80°C até a
extracdo do RNA. As amostras congeladas de scTAB e figado foram
homogeneizadas em TriReagent® (Sigma). O RNA foi extraido pelo método
cloroférmio-isopropanol e 1 ug foi transcrito reversamente usando o GoScript
Reverse Transcription System® (Promega) em um volume total de 20 pl. Primers
para genes especificos foram misturados com GoTag® qPCR e RT-gPCR Systems
(Promega) até uma concentragao final de 0, 2 uM. As condigbes de ciclagem térmica
foram 2 mina 95 °C, 10 s a 95 -C, 1 mina 60 -C, 10 s @ 95 -C, 1 min a 60 °C, 15 s a
95 -C (40 ciclos) seguidos por analise de melting curve em um sistema StepOne
Real-Time gPCR (Applied Biosystems), de acordo com o protocolo do fabricante. O
método AACt (2- ACt) foi usado para calcular mudancgas relativas na abundéncia de
mRNA (Livak; Schmittgen, 2001). Os genes de interesse analisados foram o Ppara e
o Ppary, o gene de referéncia utilizado foi a B-Actina. As sequéncias dos primers
foram: Ppara forward 5'-3' TGAACAAAGACGGGATG, reverse 5'-3
TCAAACTTGGGTTCCATGAT; Ppary PrimePCR™ Assays BIORAD; B-Actina
forward 5 -3 ' ATTGCTGACAGGATGCAGAA, reverse 5 -3 '
TAGAGCCACCAATCCACACAG.
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3.2.10. Analise estatistica

A normalidade e homogeneidade dos dados foram analisadas pelos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os dados que apresentaram distribuicdo
normal foram analisados por meio de ANOVA two-way, para verificar diferengas no
tratamento e na cirurgia, complementado pelo pos-teste de Tukey para verificar
diferengas entre os grupos. Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste
de Kruskal-Wallis complementado pelo pés-teste de Dunn, para verificar diferencas
no tratamento e cirurgia, e testes de Mann-Whitney, para verificar diferengas entre os
grupos. As diferengas entre a lipdlise basal e a estimulada por adrenalina em cada
grupo foram analisadas com teste t pareado ou testes de Wilcoxon. Os resultados
foram considerados estatisticamente diferentes quando p < 0,05. As analises foram
realizadas com o software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) (versao

25.0) compativel com Windows 10.
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Keywords: Analogues of glucagon like peptide-1 (GLP-1) and other drugs that increase this peptide half-life are used
GLP-1 worldwide in human medicine to treat type 2 diabetes mellitus (DM) and obesity. These molecules can increase
Cats insulin release and satiety, interesting effects that could also be useful in the treatment of domestic animals
D?gs . pathologies, however their use in veterinary medicine are still limited. Considering the increasing incidence of
Diabetes mellitus e . . 5 g . . : A

Obesity DM and obesity in cats and dogs, the aim of this review is to summarize the available information about the
Incretin physiological and pharmacological actions of GLP-1 in domestic animals and discuss about its potential appli-

cations in veterinary medicine. In diabetic dogs, the use of drugs based on GLP-1 actions reduced blood glucose
and increased glucose uptake, while in diabetic cats they reduced glycemic variability and exogenous insulin
administration. Thus, available evidence indicates that GLP-1 based drugs could become alternatives to DM
treatment in domestic animals. Nevertheless, current data do not provide enough elements to recommend these
drugs widespread clinical use.

1. Introduction

Glucagon like peptide-1 (GLP-1) is a peptide hormone synthetized by
intestinal "L" cells, which are located mainly in the most distal intestinal
regions, such as the ileum and colon. This peptide is also produced in the
central nervous system (CNS), more specifically in solitary tract nucleus,
and in pancreatic a cells (Chambers et al., 2017; Miiller et al., 2019). The
mechanisms that trigger GLP-1 release is quite like that of insulin Fig. 1.
Increase in intracellular glucose leads to higher ATP synthesis, which in
turn interacts with ATP-sensitive K* channels (Kxrp), closing them. This
leads to cell depolarization and the opening of voltage dependent cal-
cium channels (VDCC), increasing this cation concentration in the cells.
Finally, Ca** interacts with vesicles containing GLP-1 (or insulin in p
cells) and promotes its exocytosis (Reimann & Gribble, 2002; Rowlands,
Heng, Newsholme & Carlessi, 2018; Tolhurst, Reimann & Gribble,
2009).

After its release by L cells, GLP-1 enters the portal circulation and
reach the pancreatic islets, where it exerts the so-called incretin effect
(Baggio & Drucker, 2007; Nauck & Meier, 2018). The incretin effect is
described as a higher insulin release resulting from oral than intravenous

glucose administration, despite similar blood glucose levels. (Baggio &
Drucker, 2007; Nauck & Meier, 2018). GLP1 has an extremely short
half-life due to rapid degradation by dipeptidylpeptidase 4 (DPP4), also
known as CD26, a serine peptidase produced in the vascular endothe-
lium (Deacon, 2018; Nauck & Meier, 2005). Recent data indicates that
GLP-1 originated in « cells also has a central role in the stimulation of
insulin release by f cells, in an intra-islet paracrine action (Chambers
et al., 2017; Smith et al., 2014).

Regardless of its origin, islet a cells or enteroendocrine L cells, when
GLP1 reaches the p cells and binds to its receptor (GLP-1R), a series of
events that culminate in insulin release amplification are triggered
(Fig. 2) (Miiller et al., 2019). When GLP-1R, a G protein-coupled re-
ceptor, is activated, adenylate cyclase is activated resulting in ATP
convertion to cAMP (Meloni, DeYoung, Lowe & Parkes, 2013). To
stimulate the insulin release, this second messenger activates mainly two
pathways: protein kinase A (PKA) and the exchange protein directly
activated by cAMP (Epac) (Kang, Leech, Chepurny, Coetzee & Holz,
2008; Skelin & Rupnik, 2011). PKA phosphorylates the Katp channels,
sensitizing them to ATP and facilitating their closure, thus promoting
cell depolarization and opening the VDCC, leading to an increase in

* Corresponding author at: Programa de Pos-Graduagao em Ciencias Bioldgicas: Fisiologia, Departamento de Fisiologia, Laboratorio de Metabolismo e Endo-
crinologia Comparada (LaMEC), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Instituto de Ciéncias Basicas da Satde (ICBS), Rua Sarmento Leite, 500, Porto

Alegre, RS, CEP 90050-170, Brazil
E-mail address: jorgefamodel@gmail.com (J.F.A. Model).

https://doi.org/10.1016/j.vas.2022.100245

Received 3 December 2021; Received in revised form 25 February 2022; Accepted 14 March 2022

Available online 23 March 2022

2451-943X/© 2022 The Author(s). Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).



J.F.A. Model et al

intracellular Ca** (Biinemann, Gerhardstein, Gao & Hosey, 1999;
MacDonald et al., 2003; Rowlands et al., 2018). PKA also inhibits
voltage-dependent K" channels, delaying repolarization of p cells
(MacDonald et al., 2003). In addition to this rapid stimulation of insulin
release, PKA also interacts with pancreatic and duodenal homeobox 1
(Pdx-1), leading to stimulation of the proinsulin gene transcription,
which increases the stability of its mRNA, thus promoting insulin syn-
thesis (D. J. Drucker, Philippe, Mojsov, Chick & Habener, 1987; Miiller
et al., 2019; Wang et al., 1995). Epac also acts sensitizing the Karp
channels, but its main function is to facilitate the opening of ryanodine
receptor calcium release channels (RYR) on the endoplasmic reticulum,
amplifying the intracellular Ca'" increase (Holz, 2004; Kang et al.,
2008). It is important to note that the actions of PKA and Epac poten-
tiates and enhances B cells response to the increase in circulating
glucose, but without concomitant increase in intracellular ATP, there-
fore, GLP-1 signal is a week insulin release promoter (Miiller et al.,
2019).

Besides its acute effects, GLP-1 also has long-term effects on  cells,
that are mainly related to apoptosis inhibition and cellular multiplica-
tion (J. Buteau et al., 2004; Jean Buteau, Foisy, Joly & Prentki, 2003;
Kapodistria, Tsilibary, Kotsopoulou, Moustardas & Kitsiou, 2018; Shi-
moda et al., 2011; Tsunekawa et al., 2007). However, studies with
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diabetic human patients have not shown an increase in § cells prolifer-
ation (Smits et al., 2017). Pancreatic islets « and & cells also express
GLP-1R, therefore GLP1 binding can also inhibits glucagon and stimu-
lates somatostatin release (de Heer, Rasmussen, Coy & Holst, 2008;
Orskov, Holst & Nielsen, 1988; Richards et al., 2014).

Much of the interest in GLP-1 is due to its action on pancreatic islets,
however, it was described in rodents and humans that several other
tissues express GLP-1R (Miiller et al., 2019; Rowlands et al., 2018).
GLP-1R has already been identified in the stomach, skeletal muscle,
smooth muscle, atrial cardiac muscle, kidneys, lungs, adipose tissue and
in several areas of the central nervous system (CNS) (Bullock, Heller &
Habener, 1996; Challa et al., 2012; Delgado et al., 1995; Richards et al.,
2014). Some authors have already reported the presence of GLP-1R in
the liver, however the most recent results indicate that these findings are
mainly due to findings with non-specific antibodies, and that hepato-
cytes of mice, humans and monkeys (Macaca mulatta and Macaca fas-
cicularis) do not express GLP-1R (Drucker, 2018; Knudsen & Lau, 2019;
Pyke et al., 2014). To our best knowledge, GLP-1R presence in dogs and
cats’ liver was not evaluated yet.

GLP-1 has several important extra pancreatic functions, and most of
them depend on actions in the CNS. It increases satiety and thermo-
genesis, inhibits blood pressure rising, gastric emptying and water
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Fig. 1. Schematic illustration of GLP-1 release after glucose uptake in enteroendocrine L cells. SGLT: sodium-glucose linked transporter. Karp: ATP-sensitive K

channels. VDCC: voltage dependent calcium channels.
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intake, is involved in the reward pathway and in the hypothalamic ad-
renal pituitary (HPA) axis (Beiroa et al., 2014; Hayes, Skibicka & Grill,
2008; Herman, 2018; Imeryliz et al., 1997; Kooijman et al., 2015;
Krieger et al., 2016; Pacheco et al., 2011; Riittimann, Arnold, Hill-
ebrand, Geary & Langhans, 2009; Sirohi, Schurdak, Seeley, Benoit &
Davis, 2016; Tang-Christensen et al., 1996; Wettergren, Wojdemann,
Meisner, Stadil & Holst, 1997). GLP-1 also acts on the cardiovascular
system, either directly binding to GLP-1R in cardiomyocytes and
vascular smooth muscle cells, and indirectly, by its CNS actions (Baggio
et al., 2017; Ban et al., 2008). Considering the increasing incidence of
diabetes melitus (DM) and obesity in cats and dogs, the aim of this re-
view is to summarize the available information about the physiological
and pharmacological actions of GLP-1 in domestic animals and discuss
about its potential applications in veterinary medicine.
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2. Material and methods

To find the studies that evaluated the action of drugs based on GLP-1
in dogs and cats, we used the platforms PubMed/NCBI, Scopus, Web of
Science and Google Scholar to search for the terms "dog and GLP-1",
"canine and GLP-1”, "cat and GLP-1" "feline and GLP-1", "pet and GLP-1"
in addition to their plurals. We performed the same searches again but
replacing the term "GLP-1" with "glucagon like peptide-1" and then with
the term "incretin". These searches were carried out between May and
June 2021, no restrictions on publication date were imposed. Only pa-
pers in English were found and considered. All authors performed
searches independently. Afterwards, all papers were gathered (dlis-
regarding replicates) and two individuals independently evaluated
which ones should be included. As the inclusion criterion was any article
that addressed the proposed topic, there were no discrepancies in the
results obtained by the reviewers. From 30 papers found, all that
addressed these topics were included in the discussion below, with the
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Fig. 2. Schematic illustration of the intracellular signaling cascade by which GLP-1 stimulates insulin release in f cells. AC: adenylate eyclase. Epac: exchange protein
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exception of one (Padrutt, Lutz, Reusch & Zini, 2015). This study was
excluded because the authors did not perform a statistical analysis of the
data.

3. Physiological actions of GLP-1 in dogs and cats

Most of the studies cited so far, which allow us to understand GLP-1
physiological importance and its pharmacological potential, have been
carried out using rats, mice, human volunteers and cell lines of these
three species. However, some studies with dogs and cats demonstrate
GLP-1 species-specific characteristics. In dogs, GLP-1 is also synthetized
and released by intestinal L cells, especially in the jejunum (Damholt,
Kofod & Buchan, 1999). However, the classic form of GLP-1 release,
shown in Fig. 1, does not seem to occur in dogs, with at least part of
GLP-1 release being stimulated by GIPs (from K cells) paracrine action
(Damholt et al., 1999; Damholt, Buchan & Kofod, 1998; Sugiyama et al.,
1994). Also, while glucose is the main inducer of GLP-1 release in
humans and rodents, in dogs high fat diets stimulate GLP-1 release,
while carbohydrate-rich diets do not have the same effect (Fig. 3)
(Lubbs et al., 2010; Schauf et al., 2018; Van Citters et al., 2002).

As well as in other species, GLP-1 stimulates insulin release in dogs
(Ohneda et al., 1991). GLP-1 administration directly into the pancreatic
artery stimulates insulin and inhibits glucagon release in dogs, however,
when GLP-1 is administered in venous circulation, it had no effect on
pancreatic hormones. (Elahi et al., 2014; [onut et al., 2006; V. lonut,
Hucking, Liberty & Bergman, 2005; Johnson et al., 2007, 2008; Ohneda
et al., 1991). The administration of DPP4 inhibitors in dogs leads to an
increase in GLP-1, but it does not alter insulinemia. (Deacon, Wamberg,
Bie, Hughes & Holst, 2002; Edgerton et al., 2009). Even in experiments
without changes in pancreatic hormones, GLP-1 is able to stimulate
glucose uptake and hepatic glycogen synthesis (Dardevet et al., 2005;
Elahi et al., 2014; Johnson et al., 2007, 2008). In animals with diabetes
mellitus (DM), GLP-1 does not alter blood glucose, and in pancreatec-
tomized dogs it has no effects when administered alone, but improves
glucose utilization and the antilipolytic action promoted by exogenous
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insulin. (Freyse et al., 1999; Sandhu et al., 1999). These findings suggest
that GLP-1 may have an indirect action on peripheral tissues, increasing
insulin sensitivity.

The incretin effect is also observed in cats (Gilor et al., 2011b; Nishii
et al.,, 2014). Different GLP-1R agonists increase plasma insulin con-
centration in cats as well as in rodents and humans (Gilor etal., 2011a;
Hall et al., 2015; Rudinsky et al., 2015). There are evidences that GLP-1
degradation by DPP4 in cats is also similar to other species (Mori et al.,
2016; Nishii et al., 2014). As in dogs, glucose also does not seem to be
the main stimulus for the release of GLP-1 in cats. After amino acids rich
meals, there is a higher increase in plasmatic GLP-1 than after meals rich
in carbohydrates or lipids, with no difference between the last two. The
diets used in these studies were caloric and volume equivalent (Gilor
et al., 2011b; McCool, Rudinsky, Parker, Herbert & Gilor, 2018). The
number of meals can also affect plasma GLP-1 concentration, with cats
that received 1 meal per day having higher values than those that
received 4 meals (Camara et al.,, 2020). However, dietary caloric
changes over 16 weeks were not able to alter the plasmatic GLP-1
(McCool et al., 2018).

4. GLP-1 pharmacology

The known physiological actions of GLP-1 indicate a great potential
for its pharmacological use in obesity and DM treatment. However, some
factors turn its use unfeasible. The main issues about GLP-1 use as a
treatment are its short half-life (around 1 — 2 min) and the fact that its
administration in high doses causes gastrointestinal complications such
as nausea, vomiting and diarrhea (Baggio & Drucker, 2002; Nauck &
Meier, 2005). To overcome these limitations, two general types of drugs
that use the incretin mechanism of action have been developed, the
synthetic GLP1 agonists (GLP-1As) and the DPP4 inhibitors (DPP4-is)
(Nauck & Meier, 2005). Although these drugs have been developed for
use in humans, both types have already been tested in dogs and cats
(Gilor, Rudinsky & Hall, 2016; Ionut et al., 2016; Kim et al., 2016). One
of the main advantages of using DPP4-is or GLP-1As is that they have

Main events of the incretin effect in humans, rodents, dogs and cats
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Fig. 3. Comparative summary of the origin and main outcomes of the incretin effect in humans, rodents, dogs, and cats.
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few side effects, being highly safe (Aziz et al., 2020; Scheen, 2018).
4.1. GLP-1 pharmacology in cats

The similarity between human type 2 DM and feline DM pathogen-
esis makes natural that drugs successfully used in humans treatment be
evaluated for their use in cats (Gilor, Niessen, Furrow & DiBartola,
2016). Although the same reasoning is valid for drugs used to treat
obesity in humans, there are very few studies evaluating drugs based on
GLP-1 in obese cats (Table 1).

Despite the similarities in the pathogenesis of obesity, the relation-
ship between this disease and incretins in felines seems to be different
from that observed in humans and rodents. In these species obesity leads
to an increase in GIP and decrease in GLP-1 (Chia & Egan, 2020). Dia-
betic cats were shown to have lower insulin levels than healthy and
obese animals, but both GIP and GLP-1 were increased (McMillan,
Zapata, Chelikani, Snead & Cosford, 2016). Unlike in humans, there was
no difference in GIP and GLP-1 between healthy and obese felines. Even
insulin was not altered between obese and healthy cats, something that
has already been reported in other studies. (Appleton, Rand & Sunvold,
2001; Hoenig et al., 2013; McMillan et al., 2016). We found no studies
evaluating treatment of obese cats with DPP4-is and just one in which
GLP-1A was used for treatment in obese cats. In this study, the animals
received the GLP-1A exenatide (0.5 - 1 pg.kg~! BID) for 12 weeks, but
the treatment did not resulted in differences in total weight, percentage
of body fat, glycemia, leptin, adiponectin, glucagon and in glucose and

95

Veterinary and Animal Science 16 (2022) 100245

insulin tolerance tests (GTT and ITT) (Hoelmkjaer et al., 2016).

In addition to the lack of studies about DPP4-is in obese cats, we did
not find any reports in diabetic felines, only healthy animals. A single
application of the DPP4i NVP-DPP728 (0.5 — 2.5 mg.kg ') increased
insulin and reduced glucagon release in a GTT. The authors attribute
these results to the increase in GLP-1, although it was not directly
measured (Furrer, Kaufmann, Tschuor, Reusch & Lutz, 2010). In another
study with a DPP4i, sitagliptin (25 — 50 mg.kg ') was administered
along with oral glucose or with standard food. GLP-1 increased in cats
that received sitagliptin regardless of diet. On the other hand, blood
glucose only increased in cats who received oral glucose. Insulinemia
increased in animals that received standard food regardless of whether
or not sitagliptin was administered, but those that received glucose only
showed an increase in insulin concentrations when the DPP4i was also
administered (Nishii et al., 2014).

Mori et al. (2016) evaluated sitagliptin administration (4.2 mg)
alone, acarbose (disaccharide digestion inhibitor) alone, or both
together in healthy cats. After two weeks of treatment, the cats were fed
a maltose-rich meal. Blood glucose was not altered in any of the groups,
insulin decreased in all treatments, GLP-1 increased in groups with
sitagliptin (alone or with acarbose) while GIP decreased in these same
groups. Regardless of the type of food or another drug concomitant
administration, the DPP4i evaluated was able to increase GLP-1 in the
studied animals. However, both glycemia and insulinemia did not show
such a clear response to sitagliptin treatment, leading the authors
themselves to raise doubts about this drug value in DM cats treatment

Table 1
GLP-1-based drug studies in cats.
Breed Age sex  Castration "n" Condition  Drug Brant / Dosage Treatment Complications Ref
(years) per Manufacturer Duration
group
NI 8.0 + F/ All 2-3 healthy sitagliptin Januvia/ Banyu 25 -50 acute NO (Nishii et al.,
1.1 M Pharmaceutical mg.kg ! 2014)
NI 1to4 F/ All 5 healthy sitagliptin Januvia/ Merck &  4.2mg 1 week diarrhea (Mori et al.,
M Co. Inc 2016)
DSH 1.3t02 M All 6 healthy NVP- NI/ Novartis 05-1 acute NO (Furrer et al.,
DPP728 Pharma mg.kg ! 2010)

DSH, BSH, above 3 F/ All 6 obese exenatide Byetta/Eli Lilly 05-1 12 weeks vomiting, (Hoelmkjaer
Burmilla M ngkg ! diarrhea and et al., 2016)
and hypoglycemia
mixed
breeds

NI 2t08 ¥/ All 6 healthy exenatide Byetta/Eli Lilly 0.1- acute NO (Seyfert

M 0.24 -1 et al., 2012)
pgkg !

purpose- 4.5 (3.1 F/ All 9 healthy exenatide Byetta/Amylin 1.04 + acute NO (Gilor etal.,
bred -4.8) M Pharmaceuticals 0.18 pg. 2011a)

kg !

purpose- 3 M All 6 healthy exenatide Bydureon/Amylin  0.13 mg. 21 days NO (Rudinsky
bred ER Pharmaceuticals kg! et al., 2015)

purpose- 3 F/ All 8 healthy liraglutide Victoza/ Novo 0.112 + 8 days vomiting, (Hall et al.,
bred M Nordisk 0.019 diarrhea and 2015)

mg.kg ! anorexia

DSH 1to4 M NI 6 healthy exenatide synthesized by the  1.2-4.6 10 weeks vomiting and (Schneider

monthly research group pmol diarrhea et al., 2020)

DSH, DLH 9.4 + F/ 14 15 DM exenatide Bydureon/ 200 pg. 16 weeks vomiting and (Riederer

3.7 M ER Amylin kg ! diarrhea et al., 2016)
Pharmaceuticals

DSH, DMH 12 (6 - F/ All 8 DM exenatide Byetta/Eli Lilly 1pg. 6 weeks anorexia and (Scuderi
and 15) M kg ! hypoglycemia et al., 2018)
Siamese
cross

DSH, DLH, 9.3 (4.3 F/ 14 15 DM exenatide Bydureon/ 200 pg. 16 weeks NI (Kramer
Maine -14) M ER Amylin kg! et al., 2020)
Coons, Pharmaceuticals
NFC,

Exotic

NO: not observed. NI not informed. DM: diabetes mellitus. DSH: Domestic shorthair. BSH: British shorthair. DLH: Domestic longhair. DMH: Domestic mediumhair.

NFC: Norwegian forest cat. ER: extended release.
" the authors reported only the total administered.
" 4 cats were identified as "purebred" by the authors.
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(Nishii et al., 2014).

GLP-1As have already been studied in both healthy and DM felines.
In healthy individuals, GLP-1A has been evaluated for its short and long-
term effects. In DM cats it was tested only together with insulin therapy.
Exenatide acute actions were evaluated in two different studies with
similar doses (1.04 + 0.18 pg.kg ! and 0.1 / 0.24 / 1 pgkg™ 1), using
isoglycemic and hyperglycemic clamps, respectively. In both, the
treatment increased insulin secretion, but the glucose infusion required
to maintain the blood glucose was not altered (Gilor etal., 2011a; Sey-
fert, Brunker, Maxwell, Payton & McFarlane, 2012).

Longer-term treatments were performed with GLP-1As, daily lir-
aglutide applications or with a single administration of extended release
exenatide. In an 8-day treatment with daily applications of liraglutide
(0.6 mg (0.112 + 0.019) mg.kg!) two hyperglycemic clamps were
evaluated, one performed before and the other after treatment. As
occurred in the acute studies, the GLP-1A did not lead to differences in
the infused glucose concentration needed to maintain glycemia, how-
ever insulin release increased while glucagon release decreased after the
treatment. Another interesting result, but which should be evaluated
with caution, was that the animals lost weight after 8 days receiving
liraglutide. Although this is a promising result, it is necessary to
emphasize that 8 of the 9 cats used in the study had at least one episode
of vomiting or diarrhea, which may have influenced weight loss (Hall
et al., 2015).

Different types of long acting exenatide have been tested for their
efficacy and pharmacological characteristics in cats. Two hyperglycemic
clamps, performed 7 days before and 21 days after the application of a
single extended-release exenatide dose (0.13 mg.kg '), were compared.
Initial blood glucose was lower after treatment, while initial insulin and
glucagon concentrations did not change. Glucose administered to
maintain hyperglycemia was higher after exenatide, while insulin
release increased and glucagon release decreased (Rudinsky et al.,
2015). A recently developed exenatide formulation that allows for
monthly applications had similar pharmacological and pharmacody-
namic characteristics to traditional exenatide (1.2 - 4.6 umol) and was
able to stimulate insulin release in an ivGTT, although it did not change
glucose concentrations (Schneider et al., 2020).

In diabetic cats, no GLP-1A has been studied as a single treatment,
but it has been tested with insulin therapy, presenting inconsistent re-
sults. Diabetic cats were treated with insulin glargine plus exenatide (1
ug.kg~! BID) or saline for 6 weeks. There was no difference in blood
glucose, hematological and biochemical parameters between treat-
ments, however animals that received exenatide lost more weight than
those who received saline and needed lower insulin doses to maintain
blood glucose (Scuderi et al., 2018). DM cats newly diagnosed were
treated with insulin glargine alone or together with long-acting exena-
tide (weekly application of 200 pg.kg ™). After 16 weeks no significant
difference was observed in plasma biochemistry (including glucose and
glycated fructosamine) and in the insulin dose required to maintain
blood glucose. The only difference observed was an increased weight of
animals that received just insulin, while it did not occur in those treated
with insulin and exenatide (Riederer et al., 2016). In a similar experi-
ment Kramer et al. (2020) also compared newly diagnosed diabetic cats
that received insulin glargine alone or with long-acting exenatide
(weekly application of 200 pg.kg ! for 16 weeks). Again, there were no
differences in glycemia, however animals that received exenatide had
less variability in this parameter and reached normoglycemia earlier,
after 6 weeks, while the placebo group reached normoglycemia after 16
weeks. Because in all three studies glycemia was controlled by insulin
treatment, it is not surprising that this parameter was not different be-
tween insulin and insulin plus exenatide groups. However, unlike what
was observed with DPP4-is, the use of GLP-1As showed improvements in
animal treatment by reducing the required insulin dose and glycemic
variability. Even though a larger body of evidence is needed to reach
conclusions about the effectiveness of GLP-1A treatments in cats, the
results obtained so far demonstrate that these drugs may be used, at least
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as adjuvants, in the DM treatment.
4.2. GLP-1 pharmacology in dogs

Regarding the modulation of endogenous GLP-1 and DM, no articles
were found related to DDP4i use in diabetic dogs (Table 2). This absence
is expected considering the expressive loss of pancreatic f cells in canine
DM (Deacon et al., 2002; Edgerton et al., 2009; Ionut et al., 2006).
However, considering that GLP-1 effects are not necessarily restricted to
the pancreas, it could be evaluated in DM dogs (Edgerton et al., 2009;
lIonut et al., 2006; Johnson et al., 2007). In healthy dogs, DPP4i
administration showed contradictory results (Table 2). The DPP4i vil-
dagliptin increased hepatic glucose uptake regardless of changes in
circulating insulin or glucagon levels (Edgerton et al., 2009). Consis-
tently, gemigliptin improved the oral GTT (oGTT) profile compared to
control, increased GLP-1, and decreased glucagon after glucose load
(Kim et al., 2016). However, sitagliptin did not improve the oGTT curve
(Hitomi Oda et al., 2014). Although the three studies used equal drug
doses (1 mg.kg™") and similar sample sizes (4 - 6), variations in results
may be due to differences in dogs'breeds, sexes, and treatment duration.

Early studies with GLP-1 or its analogues in diabetic dogs also
showed conflicting results. In depancreatized dogs, glucose utilization
increased, while circulating free fatty acids and glycerol reduced when
GLP-1 (7-36) amide (1.5 pmolkg'.min~!) was administered along
with insulin Sandhu et al., (1999). In the same year, Freyse et al. (1999)
performed a normoglycemic clamp in DM dogs with combined therapy
of insulin and GLP-1(7-36) amide (10 pmol.kg~'.min""). The adminis-
tration of GLP-1 did not change insulin, glucose, and glucagon infusions
rate. There were also no differences in metabolic glucose clearance,
alanine turnover, urea synthesis and glucose formation by gluconeo-
genesis using alanine as precursor. This investigation line was resumed
only in 2013. In healthy and DM dogs, liraglutide treatment (15 pgkg™)
reduced the area under the curve in an oGTT. Also, in diabetic dogs the
circulating glucose decreased by 66.5% with liraglutide compared to
dogs treated with insulin alone, revealing its potential use in DM. The
authors correlate the suppression of glucagon secretion with the
observed effect (Oda et al., 2013).

Few studies with GLP-1, GLP-1A or DPP4i treatment have been
conducted in DM dogs, but the outcomes in healthy animals point to a
potential utilization of these drugs. Lixisenatide (1.5 ug.kg '), a GLP-1A,
decreased glucose and insulin areas under the curves (Moore, Werner,
Smith, Farmer & Cherrington, 2013). GLP-1 (7-36) amide intraportal
infusion (0.9, 5.1, 10, 20 pmol.kg '.min"') increased glucose uptake
(hepatic and peripheral) and the glucose infusion rate necessary to
maintain blood glucose levels (Nishizawa et al., 2003). In hyperglycemic
clamp, dogs treated with of GLP-1 (32-36) amide cleavage-derived
pentapeptide (30 pmol.kg‘].min’l) increased glucose uptake regard-
less of insulin and glucagon changes (Elahi et al., 2014). Taken together,
these studies reinforce the hypothesis that unlike rodents and humans,
in dogs, the main action of GLP-1 is to stimulate glucose uptake instead
of insulin release, although this action still needs to be better under-
stood, especially the molecular mechanisms involved. Initially, this may
be a promising finding, after all, GLP-1 action would be less dependent
on f cells, which are highly damaged in canine DM (Gilor et al., 2016).
However, unlike what occurs in feline DM, insulin resistance in dogs is
not a primary factor in DM development (Gilor et al., 2016). Thus, it is
possible to speculate what is the real benefit of this treatment for dia-
betic dogs. Besides, there are still many aspects to be explored until its
applicability could be encouraged or dropped.

Although numerous molecules related to GLP-1 actions are available,
clinical studies focused on obesity or overweight treatment with this
drugs in dogs are limited to pharmacokinetic (Jain et al., 2015, 2017;
Yeh et al., 2021). Exenatide effects were evaluated in a pre-diabetes
canine model (high-fat diet plus streptozotocin injection). The animals
without treatment developed increased body weight, reduced glucose
tolerance and higher fasting blood glucose, but insulin sensitivity was
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Table 2
GLP-1-based drug studies in dogs.
Breed Age Sex  Castration "n" Condition Drug Brant / Dosage T C: lications  Ref
(years) per Manufacturer Duration
group
NI NI NI NI 6 healthy vildagliptin NI 1 mg. acute NI (Edgerton
kg ! et al., 2009)
Beagle NI M NI 4-5 healthy gemigliptin NI/ LG Life 1 mg. acute NI (Kim et al.,
Sciences kg ! 2016)
Beagle 305 E/ All 5 healthy sitagliptin Januvia/ MSD K. 1 mg. 7 days NI (Oda et al.,
M K. kg 2014)
Mongrel NI F/ NI 6 depancreatized GLP-1 NI/ Bachem 1.5 pmol.  acute NI (Sandhu
M (7-36) kg ' etal., 1999)
amide min~!
ASDI- 2,8+ F/ NI 9 DM GLP-1 NI/ Saxon 10 pmol. acute NI (Freyse
strain 0,4 M (7-36) Biochemicals kg ' etal., 1999)
amide min "’
Beagle- 3toll F/ 6 (of 9) 4-5 DM - healthy liraglutide Victoza/ Novo 15 pg. acute NI (Oda et al.,
MDH M Nordisk kg! 2013)
Mongrel NI F/ NI 4-5 healthy lixisenatide NI/ Sanofi 1.5 pg. acute vomiting (Moore
M kg ! etal., 2013)
Mongrel NI F/ NI 7-8 healthy GLP-1 NI/ Sigma- 0.9 -5.1 acute NO (Nishizawa
M (7-36) Aldrich -10-20 et al., 2003)
amide pmol.
kg .
min !
Mongrel 32+ F/ NI 5 healthy GLP1 NI/ 30 pmol. acute NI (Elahi et al.,
0.7 M (32-36) Massachusetts kg . 2014)
amide General Hospital ~ min ™’
Beagle 3104 M NI 2-3 healthy ZY15557 NI/ Zydus 05-3 acute NI (Jain et al.,
Research center mg.k X 2017)
Beagle adults M NI 2-6 healthy ZYDPLA1 NI/ Zydus 05-2 acute NI (Jain et al.,
Research center mgk ! 2015)
Beagle NI M NI 4 healthy DBPR108 NI/ Ryss 0.01, acute NI (Yehet al.,
Laboratory 0.05, 0.1, 2021)
0.3,1 and
3 mg.
kg !
Mongrel 1to2 M NI 7 pre-DM model exenatide NI/ Amylin 10 pg 12 weeks NI (lonut
Pharmaceuticals etal., 2016)
Beagle adults F NI 6 ischemia- alogliptin NI/ Takeda 3 mg. 4 days NI (thara etal.,
reperfusion Pharmaceuticals kg! 2015)
model
Beagle 3-10 NI NI 7-9 cardiomyopathy GLP —1 NI/ 2.5 pmol. 7 weeks NI (Chenetal.,
to 12*° (7-36) Massachusetts kgl 2014)
amide General Hospital min!
Mongrel NI F/ NI 7-9 cardiomyopathy GLP —1 NI/ 1.5 pmol. 48h NI (Nikolaidis
M (7-36) and Massachusetts kg . etal., 2005)
(9-36) General Hospital ~ min " for
amide both
Beagle adults F NI 3-4 cardiomyopathy liraglutide Victoza/ Novo 150 pg. 24 days NI (Nakamura
Nordisk kg ' etal., 2019)
day !

NO: not observed. NI not informed. DM: diabetes mellitus. MDH: miniature Dachshund.

" the authors reported only the total administered.

" the animals were divided into groups according to age into young (3 years) and old (10 to 12 years).

not altered. Exenatide treatment (10 pg per dog BID for 12 weeks) led to
weight loss, but did not affect food consumption, fasting glucose, insu-
lin, glycated hemoglobin or OGTT. In the same study, exenatide
increased insulin secretion in vitro (lonut et al., 2016). Although this
model, prediabetes, reproduces a human condition of low occurrence in
dogs, the results indicates that GLP-1As may become one alternative to
canine obesity treatment (Gilor et al., 2016; Ionut et al., 2016).
Another focus of investigations are the effects of GLP-1 on canine
cardiovascular diseases. In an ischemia-reperfusion model, the DPP4i
alogliptin (3 mg.kg"]), suppressed apoptosis pathways in heart extracts
(Ihara et al., 2015). In a model of rapid atrial pacing, liraglutide treat-
ment (150 pg.kg ') was able to decrease the refractory period and lead
to increased conduction velocity after 2 or 3 weeks (Nakamura et al.,
2019). Pretreatment with GLP-1 (7-36) amide (2.5 pmol.kg '.min"') in
a model of dilated cardiomyopathy decreased FFA levels and improved
cardiac insulin resistance. In addition, GLP-1 treatment in elderly dogs
increased latency for heart disease development and reduced mortality

(Chen, Angeli, Shen & Shannon, 2014). In dogs with induced cardio-
myopathy, the metabolite GLP-1 (9-36) amide improved left ventricular
function. GLP-1 (9-36) amide also improved glucose uptake and cardiac
output, without modifying insulin levels, presenting an insulinomimetic
effect without insulinotropic action (Nikolaidis, Elahi, Shen & Shannon,
2005). Although there are still few studies and the knowledge on the
subject is not sufficiently depth, the available data shows a potential
beneficial effect of using GLP-1 mimetics in different models of cardiac
insult.

5. Concerns and perspectives

The studies so far do not report serious side effects related to GLP-1As
use, however, in high doses they can lead to gastrointestinal problems,
such as nausea, vomiting and diarrhea (Hall et al., 2015; Moore et al.,
2013). In humans, GLP-1As have already been related to an increase in
neoplasms development, such as pancreatic adenocarcinoma and
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thyroid C-cell tumor, but recent meta-analyses of randomized controlled
trials failed to show any significant increase in cancer risk (Cao, Yang &
Zhou, 2019; Monami et al., 2017; Vangoitsenhoven, Mathieu & Van der
Schueren, 2012). Studies evaluating GLP-1A administration and the risk
of tumor development in domestic animals are still lacking.

A possible risk of DPP4i treatments stems from the fact that DPP4
(also known as CD26) is a T cell stimulator, so theoretically its inhibition
could disrupt immune system regulation (Anz et al., 2014; Ohnuma,
Dang & Morimoto, 2008). However, there is essentially no evidence that
DPP4i cause deficiencies in the immune response. (Anz et al., 2014). The
possibility that DPP4i may be harmful to animals with immune defi-
ciency still needs to be clarified.

Human studies also show that DPP4i could slightly increase
pancreatitis risk (from 0.067 to 0.117), which may be of particular
concern for dogs (Aziz et al., 2020; DeVries & Rosenstock, 2017).
Although the primary cause of DM in dogs often remains unknown, it is
possible that a large percentage is due to complications from pancreatitis
that lead to p-cell damage (Gilor et al., 2016). Yet, some studies
demonstrate that GLP-1R activation in f cells inhibits apoptosis
enhancing these cells survival (Aziz et al., 2020; DeVries & Rosenstock,
2017; Li et al., 2003). Thus, understanding how drugs based on GLP-1
act in the pancreas of dogs, protecting p cells or facilitating the devel-
opment of pancreatitis, is a fundamental step towards their inclusion in
the treatment of canine DM.

Castration is another factor that needs to be better evaluated. Recent
studies have shown that sex steroids, especially testosterone and estra-
diol, modulates GLP-1 response in different tissues (£l Bekay et al., 2016;
Handgraaf, Dusaulcy, Visentin, Philippe & Gosmain, 2018; Maske,
Jackson, Terrill, Eckel & Williams, 2017; Navarro et al., 2016). Although
these are still initial data, there are indications that GLP-1 response of
castrated males is lower than that of intact animals (El Bekay et al.,
2016; Model et al., 2021D). On the other hand, castrated females would
not only respond similarly to intact ones, but treatment with GLP-1As
could reverse part of the metabolic problems associated with estrogens
reduction (Handgraaf et al., 2018; Model et al., 2021a). Even though
these data do not come from domestic animals, they indicate an
important factor to be evaluated in future studies.

Currently, the body of evidence available in the literature indicates
GLP-1As and DPP4-is as possible alternatives to DM treatment in do-
mestic animals, but at present there is not enough information to
recommend these drugs widespread clinical use. Many of the experi-
ments described in this review have limitations that must be overcomed.
The experimental amostral number (N), usually between 2 and 5, must
be increased to avoid erroneous inferences (Callegari-Jacques, 2003).
Still, the sample selection must be more careful, reducing the inherent
variability of breed, sex, age, castration, among others. However,
experimental replication is crucial, even in well-designed controlled
studies, which reinforces the need for further studies evaluating the role
of GLP-1 in physiological and pathophysiological conditions, and its
therapeutic potential. Finally, after checking the effects in controlled
studies, it would be reasonable to expand to studies in patients, with
more heterogeneous samples, but with experimental N significantly
higher than that of the laboratory experiments, as well as those used in
epidemiological studies, to again avoid incorrect inferences (Porsani
et al., 2020).

6. Conclusions

The data collected so far demonstrate that GLP-1 may have a species-
specific action in dogs, being more insulinomimetic than insulinotropic,
although the latter has already been observed. In cats, the physiological
actions of GLP-1 seem like those considered classic in humans and ro-
dents. In diabetic dogs, the use of drugs based on GLP-1 actions led to
reduction in blood glucose and higher glucose uptake, while in diabetic
cats there was a reduction in glycemic variability and in the need of
exogenous insulin administration. Thus, available evidence indicates
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that GLP-1 based drugs could become alternatives to DM treatment in
domestic animals. However, there are still many open points, and cur-
rent data are surprisingly limited, not providing enough elements to
recommend these drugs widespread clinical use.
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4.2.Estudo experimental

4.2.1. Estudo piloto

Tanto em relagdo aos tempos de incubacdo quanto em relacdo as diferentes
doses de GLP-1RA, ndo foram observadas diferengas significativas (p > 0,05) em
nenhum dos parametros avaliados (Figura 9, Tabela 1 e Tabela 2). Devido a estes
resultados foram escolhidos o tempo de 1 hora, previamente usado em nosso grupo
de pesquisa, e a dose de 10 uM, encontrada na literatura (Ban et al., 2010; Model et

al., 2021a; Vogt et al., 2023).
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Figura 9: formagdo de '“CO: a partir de U-'“C-palmitato em diferentes
tecidos de ratas expostos a 0,1uM, 1 pM ou 10 pyM de liraglutida. A: tecido
adiposo branco perirrenal (n = 5 — 8). B: tecido adiposo branco subcutaneo (n = 5 —
8). C: tecido adiposo marrom (n = 5 — 8). D: figado (n= 5 — 8). Os dados estéo
representados como mediana = intervalo interquartilico. Os resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05.
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Figura 10: formagao de '“CO: a partir de U-'“C-palmitato em diferentes
tecidos de ratas incubados por 1 ou 2 horas. A: tecido adiposo branco perirrenal
(n =14 — 15). B: tecido adiposo branco subcutaneo (n = 14 — 15). C: tecido adiposo
marrom (n = 14 — 15). D: figado (n= 14 — 15). Os dados estdo representados como
mediana * intervalo interquartilico. Os resultados foram considerados significativos

quando p < 0,05.
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Tabela 1: formagdo de 'CO: a partir U-'“C-glicose e captagdo de glicose em

diferentes tecidos de ratas expostos a 1 ou 2 horas de incubacao.

1 Hora (n =15) 2 Horas (n = 14) P
Oxidagao de Glicose
(nM.g'.h-' de CO2)

TABpr 135,7 (63,8 — 231,5) 268,9 (99,1 — 376,1) 0,151

TABsc 352,2 (287,9 - 428,27)  115,8 (108,6 — 183,1) 0,055

TAM 4391 (269,9-522,3) 4451 (391 — 605,9) 0,108

Figado 156,9 (115,6 — 192,7) 98,7 (74 — 125,6) 0,126
Captacao de Glicose

(razao T/M)

TABpr 0,8 (0,57 — 1,1) 0,62 (0,55 — 0,89) 0,130

TABsc 1,06 (0,88 — 1,32) 0,79 (0,75 - 0,92) 0,231

TAM 1,54 (1,29 — 1,70) 0,73 (0,58 — 0,82) 0,069

Figado 0,75 (0,71 — 0,93) 0,55 (0,45 — 0,61) 0,158

Os dados séo expressos como mediana + intervalo interquartil. Os resultados o teste de
Kruskal-Wallis complementado pelo poés-teste de Dunn. Os resultados foram

considerados significativos quando p < 0,05.
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Tabela 2: formagao de '“CO:2 a partir U-'*C-glicose em diferentes tecidos de ratas expostos a 0,1uM, 1 uM ou 10 uM
de liraglutida.

Controle (n = 5) 0,1 uM (n = 8) 1uM (n =8) 10 uM (n = 8) P
Oxidagao de Glicose
(nM.g.h"' de CO)

TABpr 376,14 (225,61 — 392,34) 88,50 (63,82 — 309,35) 170,74 (89,51 — 228,21) 239,31 (84,46 — 352,68) 0,780

TABsc 250,79 (222,98 — 310,27) 252,39 (149,60 — 326, 26) 241,52 (112,74 — 428,27) 229,25 (136,57 —471,65) 0,146

TAM 397,29 (358,20 — 637,99) 453,35 (221,92 - 657,94) 412,67 (309,78 — 566,36) 467,37 (424,14 —499,62) 0,532

Figado 112,18 (108,74 — 122,55) 89,31 (55,02 — 144,84) 123,85 (84,03 -170,44) 186,22 (117,66 — 196,48) 0,451
Captacao de Glicose

(razédo T/M)

TABpr 0,68 (0,58 — 0,80) 0,57 (0,42 - 1,07) 0,66 (0,57 — 1,12) 0,80 (0,65 — 0,96) 0,785

TABsc 0,82 (0,75 -1,37) 0,78 (0,76 — 1,09) 1,06 (1,00 — 1,25) 0,78 (0,68 — 0,97) 0,998

TAM 1,19 (1,03 — 1,23) 1,30 (0,86 — 1,62) 1,16 (0,65 — 1,63) 0,86 (0,57 — 1,24) 0,981

Figado 0,64 (0,56 — 0,72) 0,63 (0,45 - 0,86) 0,84 (0,58 — 1,02) 0,66 (0,47 — 0,74) 0,218

Os dados sao expressos como mediana % intervalo interquartil. Os resultados o teste de Kruskal-Wallis complementado
pelo pés—teste de Dunn. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
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Abstract

Obesity, characterized by excessive fat accumulation in white adipose
tissue (WAT), is linked to numerous health issues, including insulin resistance (IR),
and type 2 diabetes mellitus (DM2). The distribution of adipose tissue differs by
sex, with men typically exhibiting android adiposity and pre—menopausal women
displaying gynecoid adiposity. After menopause, women have an increased risk of
developing android—type obesity, IR, and DM2. Glucagon-like peptide 1 (GLP-1)
receptor agonists (GLP-1RAs) are important in treating obesity and DM2 by
regulating insulin secretion, impacting glucose and lipid metabolism. GLP-1Rs are
found in various tissues including the pancreas, brain, and adipose tissue. Studies
suggest GLP-1RAs and estrogen replacement therapies have similar effects on
tissues like the liver, central nervous system, and WAT, probably by converging

pathways involving protein kinases.

To investigate these interactions, female rats underwent ovariectomy (OVR)
to promote a state of estrogen deficiency. After 20 days, the rats were euthanized
and the tissues were incubated with 10uM of liraglutide, a GLP—1RA. Results
showed significant changes in metabolic parameters: OVR increased lipid
catabolism in perirenal WAT and basal lipolysis in subcutaneous WAT, while
liraglutide treatment enhanced stimulated lipolysis in subcutaneous WAT. Liver
responses included increased stimulated lipolysis with liraglutide. Transcriptome
analysis revealed distinct gene expression patterns in WAT of OVR rats and those
treated with GLP—-1RA, highlighting pathways related to lipid and glucose
metabolism. Functional enrichment analysis showed estrogen's pivotal role in

these pathways, influencing genes involved in lipid metabolism regulation.

Overall, the study underscores GLP—1RA acting directly on adipose tissues
and highlights the complex interactions between GLP-1 and estrogen in regulating
metabolism, suggesting potential synergistic therapeutic effects in treating
metabolic disorders like obesity and DM2.

Key words: GLP-1; estrogens; ovariectomy; menopause, incretins
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5. DISCUSSAO GERAL

O GLP-1 foi inicialmente identificado como um peptideo intestinal que ligava ao
anticorpo anti-glucagon, tendo seu nome (glucagon like peptide 1) derivado destes
primeiros estudos (Muller et al., 2019; Samols; Marks, 1967; Unger et al., 1968). Nos
anos subsequentes diversos grupos de pesquisa independentes demonstraram a
importancia fisiolégica deste peptideo e seu potencial como farmaco (Lund;
Goodman; Habener, 1981; Muller et al., 2019; Jrskov et al., 1986). A principal
caracteristica do GLP-1, que gerou mais interesse em seu estudo, € a capacidade
de amplificar a liberagdo de insulina estimulada por glicose (Nauck; Mdaller, 2023).
Posteriormente também foi observado que a ativacdo do GLP-1R no SNC reduz o
consumo alimentar (Labouesse et al., 2012; Ruttimann et al., 2009; Secher et al.,
2014). Estes efeitos levaram a formulagdo de drogas que vem sendo mundialmente
usadas com sucesso no tratamento de pessoas com DM2 e obesidade (Tan et al.,
2022). Ademais, os GLP-1RAs demonstraram potencial e vem sendo estudados
como alternativas para o tratamento de doencas hepaticas, cardiacas e renais
(Ferhatbegovi¢; Mrsi¢; Macié—Dzankovi¢, 2023; Nevola et al., 2023; Trevella; Ekinci;
Maclsaac, 2024). Apesar da importancia que as drogas baseadas no GLP-1
adquiriram, parte de sua fisiologia ainda ndo € bem compreendida, em especial suas
ac¢des em animais ndo humanos/roedores e interagdes com outros horménios, como

0s estrogenos.

No primeiro estudo apresentado nesta tese as informacgdes, tanto sobre a
fisiologia quanto farmacologia, disponiveis na literatura em relagdo ao GLP-1 em
caes e gatos foram compiladas e analisadas. Algumas das caracteristicas mais
marcantes do GLP—-1 observadas em humanos e roedores também estdo presentes
em caes e gatos, como a liberagdo do hormoénio pelas células L intestinais, a
degradacao pela DPP4 e a agao pancreatica estimulando a liberagdo de insulina e
inibindo a de glucagon, resultando na redugao da glicemia (Damholt; Kofod; Buchan,
1999; Edgerton et al., 2009; Elahi et al., 2014; Nishii et al., 2014; Ohneda et al., 1991;

Rudinsky et al., 2015). Entre as caracteristicas espécie especificas mais destacadas
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pode—se citar o aumento na sensibilidade a insulina em caes e o estimulo para a
liberagdo de GLP-1 em caes e gatos (Damholt; Kofod; Buchan, 1999; Elahi et al.,
2014; Johnson et al., 2007; McCool et al., 2018). Enquanto humanos e roedores o
principal estimulo para a liberagdo de GLP-1 é o consumo de glicose em gatos é o
consumo de aminoacidos (Gilor et al., 2011; McCool et al., 2018). Embora n&o ainda
nao haja evidéncias diretas, é possivel que esta diferenca esteja relacionada a dieta
carnivora restrita dos felinos. Ja em caes o principal estimulo € o GIP liberado em
por¢des mais proximais do intestino, algo que também ocorre em humanos e
roedores, porém este mecanismo parece ser mais importante em caes (Damholt;
Kofod; Buchan, 1999; Muller et al., 2019).

Em funcdo da semelhangca da DM em gatos a DM2 humana, o uso dos GLP-
1RA em felinos também gera muito interesse (Gilor et al., 2016). Todavia a literatura
em que este uso € explorando € bastante escassa. Apenas trés estudos foram
encontrados na revisdo realizada, e em nenhum o GLP-1RA foi utilizado como
tratamento unico, ele sempre foi associado a administragdo de insulina (Kramer et
al., 2020; Riederer et al., 2016; Scuderi et al., 2018). Os principais achados foram a
diminuicdo da dose de insulina necessaria para manutengao da normoglicemia e da
variabilidade glicémica (Kramer et al., 2020; Riederer et al., 2016; Scuderi et al.,
2018). Em céaes também foram encontrados poucos estudos (quatro) com animais
DM tratados com GLP-1RA (Freyse et al., 1999; lonut et al., 2016; Oda et al., 2013;
Sandhu et al., 1999). Os principais achados destes trabalhos foram a reducéo da
glicemia e 0 aumento da captacéao periférica de glicose (Freyse et al., 1999; lonut et
al., 2016; Oda et al., 2013; Sandhu et al., 1999). Nas duas espécies, os resultados
encontrados foram positivos, dando embasamento ao uso de GLP-1RA no
tratamento de DM. Todavia, a pequena quantidade de evidéncias disponiveis
(quantidade de trabalhos publicados e n amostral destes estudos) € uma questao

que deve ser considerada.

Outros pontos envolvendo o uso de GLP-1RA em cées e gatos também podem
ser preocupantes, como a possibilidade do desenvolvimento de tumores e
pancreatite (Cao; Yang; Zhou, 2019; DeVries; Rosenstock, 2017; Monami et al.,

2017). Em humanos sabe—se que o uso de DPP4i aumenta levemente o risco de



107

pancreatite (de 0,067 para 0,117), algo que poderia ser especialmente preocupante
para caes, visto que ao menos parte dos casos de DM nesta espécie podem ser
originados por pancreatites (Abd El Aziz et al., 2020; DeVries; Rosenstock, 2017;
Gilor et al.,, 2016). Também em humanos os GLP-1RA foram relacionados ao
desenvolvimento de diferentes tipos de tumores, todavia os estudos mais recentes
nao encontraram evidéncias desta relagdo (Cao; Yang; Zhou, 2019; Monami et al.,
2017). Por fim, a castracdo também €& um fator a ser considerado. Trabalhos
recentes vém demonstrando que a agéo de estrogenos e androgenos pode modular
os efeitos do GLP-1 em células B pancreaticas, TAB entre outros tecidos (Handgraaf
et al., 2018; Maske et al., 2017; Model et al., 2021a; Rowlands et al., 2018). Apesar
desta interacdo ainda nao ter sido explorada em animais domésticos ela pode

interferir na utilizacdo dos GLP-1RA.

A interagao entre o GLP-1 e esteroides sexuais, especialmente os estrégenos,
vem sendo demonstrada em trabalhos de diferentes autores e foi explorada nesta
tese (Handgraaf et al., 2018; Maske et al., 2017; Model et al., 2021a). Diferentes
depositos de TAB, além de TAM e figado obtidos de ratas SHAM e OVR foram
incubados na presenga de um GLP-1RA (agdo aguda) ou apenas com solugao
fisioldgica. Também foram reanalisados dados de transcriptoma de roedores fémeas
OVR ou tratadas com GLP-1RA. N&o foi observada nenhuma alteragao significativa
no BAT. A ovariectomia também n&o causou nenhuma alteragédo no figado, enquanto
o tratamento com liraglutida aumentou a lipdlise hepatica apenas quando estimulado

com adrenalina.

Nos dois depodsitos de tecido adiposo estudados os principais resultados
encontrados envolvem o metabolismo de lipideos, com as intervencdes
apresentando efeitos especificos em cada depdsito (um subcutaneo e um visceral),
algo esperado dadas as diferengas entre o TAB de diferentes origens (Cinti, 2018).
No TABpr o principal achado foi um aumento no catabolismo lipidico em ratas OVR,
com elevacéo na oxidagao do palmitato e na lipolise, tanto basal quanto estimulada
pela adrenalina. Estes resultados podem ser atribuidos a diminuicdo da acéao
antilipolitica dos estrogénios e consequente aumento da lipdlise que, por sua vez,

aumenta a formacao de acidos graxos que ativam da carnitina palmitoiltransferase 1



108

estimulando a B—oxidagao mitocondrial (Cho; Patel; Rajbhandari, 2023; Katzer et al.,
2021; Luglio, 2014; Schlaepfer; Joshi, 2020). A liraglutida aumentou a lipdlise
estimulada pela adrenalina e inibiu a sintese de lipidios a partir da glicose, o que
pode ser atribuido a sua agao classica, agindo via formagdo de AMPc e ativagao da
PKA (Rowlands et al., 2018). Em adipécitos, a PKA fosforila enzimas lipoliticas como

a perilipina 1 e a lipase sensivel a horménios (Cho; Patel; Rajbhandari, 2023).

No TABsc o tratamento com liraglutida aumentou a lipdlise estimulada pela
adrenalina e inibiu a sintese de lipidios a partir da glicose. O aumento na lipolise
pode ser explicado pela agao classica do GLP-1R via PKA (Cho; Patel; Rajbhandari,
2023). Ja foi demonstrado que o tratamento com liraglutida em adipdcitos
diferenciados reduziu a expressao de enzimas envolvidas na lipogénese, como a
sintase de acidos graxos, em um mecanismo que envolve ativagdo de cinases como
PKA e ERK (Chen et al., 2017). Considerando as alteracbes encontradas no
metabolismo lipidico do TABsc, decidimos avaliar a expressdao de Ppary, um
regulador central da adipogénese que pode levar ao aumento do armazenamento
lipidico (Ma et al., 2018). A ovariectomia levou a um aumento na expresséo do
MRNA de Ppary e o tratamento com GLP-1RA reduziu—a em ratas OVR para o nivel
dos controles. O E2 é conhecido por inibir a lipogénese induzida pelo Ppary,
indicando que os GLP-1RAs podem ajudar a reverter o acumulo de lipidios causado

pela ovariectomia (Jeong; Yoon, 2011; Model et al., 2021a).

O principal mecanismo de agcdo dos estrégenos € a ligagado a receptores que
alteram a transcri¢cao de determinados genes (Alemany, 2021). Embora o mecanismo
classico de agdao do GLP-1 envolva a fosforilagdo de proteinas levando a
sensibilizagcdo de canais idnicos, sabe—se que a ativacdo do GLP-1R também pode
induzir alteragdes transcricionais (Drucker et al., 1987; Muller et al., 2019; Wang et
al., 1995). Como ao menos parte dos efeitos da baixa concentragdo de estrégenos
induzida pela ovariectomia no TAB foi revertida pelo uso de GLP-1RA, investigamos
se esse efeito poderia ser causado pela regulagdo da transcricdo génica. Para isto
este trabalho explorou dados publicados comparando os efeitos do tratamento de

GLP-1RAs e castragao nos transcriptomas TAB de camundongos fémeas.
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O tratamento com GLP-1RA levou a menos alteragées na expressao génica do
que a ovariectomia, possivelmente devido a baixa expressdo de GLP-1R em
adipdcitos maduros. Por outro lado, os ERs s&o altamente expressos no TAB, e o E2
desempenha papéis cruciais neste tecido, como proliferacdo de adipdcitos,
sensibilidade a insulina, secre¢do de adipocina e inflamagao (Kurytowicz, 2023;
Steiner; Berry, 2022). A reducédo ou auséncia de estrogénio resultou em alteragdes
significativas na expressdo génica no TAB. A analise de enriquecimento demonstrou
DEGs negativos estavam principalmente relacionados ao metabolismo de lipidios ou
glicose, confirmando o papel fundamental dos estrogenos na regulacdo do
metabolismo do TAB (Kurytowicz, 2023; Steiner; Berry, 2022). Conforme discutido
anteriormente, o E2 inibe a lipogénese ao atuar no Ppary e seus genes alvo
implicados nas vias lipogénicas (Jeong; Yoon, 2011). Este mecanismo envolve a
repressao da transcricado do gene e atividade da lipoproteina lipase, reduzindo assim
a captagao de acidos graxos e a regulagao positiva de receptores adrenérgicos a2

antilipoliticos (Jeong; Yoon, 2011; Kurytowicz, 2023; Pedersen et al., 2004).

Embora os efeitos fisiologicos do GLP-1 e do E2 sejam comparaveis no TAB,
apenas dois genes mostraram expressao diferencial em ambas as condigdes. O
gene Slc2ab, regulado negativamente por ambos os tratamentos, codifica o GLUTS,
um transportador de membrana que medeia a difuséo facilitada pela frutose (Song;
Mao; Wei, 2023). O metabolismo da frutose esta potencialmente associado a
doencas metabdlicas devido a ndo estimular a secrecao de insulina, leptina ou outros
horménios da saciedade, e por ser continuamente captada e metabolizada no figado,
levando ao aumento da lipogénese e, eventualmente, a doenga hepatica gordurosa
n&o alcodlica (Zwarts et al., 2019). No TAB, o GLUTS esta envolvido na diferenciagéo
de pré—adipocitos em adipdcitos e esta associado a obesidade visceral (Du; Heaney,
2012). O outro DEG foi o Tcf20, regulado positivamente pela ovariectomia e regulado
negativamente pelo tratamento com GLP-1RA. O Tcf20 codifica o fator de
transcricdo 20, uma proteina altamente expressa no cérebro que atua como um
coativador de fatores de transcrigdo e regula a diferenciagdo precoce dos pré—
adipécitos 3T3-L1 (Gburcik et al., 2005; Hakim—Weber et al., 2011; Rekdal; Sjgttem;
Johansen, 2000).
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Apesar do uso disseminado de GLP-1RAs, questdes importantes sobre a
fisiologia desta incretina, tanto em humanos quanto em caes e gatos, seguem em
aberto. A revisao bibliografica realizada demonstrou que as agdes conhecidas do
GLP-1 em gatos séo bastante similares aquelas em humanos e roedores, enquanto
caes apresentam ao menos uma caracteristica espécie especifica (aumento na
sensibilidade a insulina). Embora os resultados nas duas espécies sejam
promissores, o numero de estudos disponiveis na literatura e as limitagcdes deles sao
aspectos importantes. Para que se possa garantir a eficacia e a seguranga dos GLP-
1RAs para o tratamento de DM em cées e gatos € necessario que sejam realizados
novos trabalhos com numero amostral adequado e que considerem fatores como

idade, raca, sexo e castracao.

A castracao € uma das questdes importantes que precisa ser avaliada em caes e
gatos, mas mesmo em relagdo a humanos ainda ndo se compreende completamente
a relacao entre o GLP-1 e os esteroides sexuais. A secédo experimental desta tese
investigou os efeitos da ovariectomia na interacdo entre GLP-1 e metabolismo de
lipidios e glicose em diferentes tecidos. Os resultados demonstram que os GLP-
1RAs podem atuar diretamente em tecidos como figado e tecido adiposo. Também
foi observado que a auséncia de estrogénios e o GLP-1RA afetaram mais os
diferentes depdsitos do TAB do que o TAM ou o figado. Tanto no TABsc quanto no
TABpr, as intervencbes resultaram em mudangas significativas especialmente no
metabolismo lipidico. Destaca—se o aumento na expressao de Ppary, estimulador da
lipogénese, causado pela ovariectomia, e a redugdo da expressdo deste gene
causada pela liraglutida no TABsc. A analise do transcriptoma revelou que, ao
contrario do GLP-1RA, a ovariectomia promoveu alteragcbes significativas na
transcricdo genica no TAB, indicando que os efeitos sistémicos semelhantes do
GLP-1 e dos estrogénios ndo derivam das mesmas alteragdes transcricionais. Os
resultados obtidos fornecem informacdes importantes sobre os mecanismos pelos

quais os estrogénios e o GLP-1 interagem para modular o metabolismo energético,
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destacando potenciais estratégias terapéuticas para condigdes como obesidade e

DM2 no contexto de deficiéncia de estrogénio.
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