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Resumo

Oliveira CSS. Efeito do inibidor da DPP-IV sobre glicemia, glucagon,
insulina, peptideo C, GLP-1 e acidos graxos livres ap0s dietas isocaldricas
de diferentes composi¢cdes nutricionais em pacientes diabéticos tipo 2
virgens de tratamento [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2013. 76p.

Introducdo: A sitagliptina, inibidor da dipeptidil-peptidase 1V, impede a
degradacdo do GLP-1 (peptideo-1 semelhante ao glucagon), um dos
principais hormonios incretinicos. A dieta interfere na secre¢do de GLP-1, no
entanto, a interacdo das drogas que aumentam o GLP-1 e os
macronutrientes da dieta € pouco estudada. Objetivo e Métodos:
Determinar o efeito da sitagliptina, na secrecdo de GLP-1, glucagon,
insulina, peptideo-C, acidos graxos livres e na glicemia apés trés dietas,
isocaldricas, de diferentes composi¢des nutricionais em pacientes diabéticos
tipo 2, recém-diagnosticados, virgens de tratamento, quando comparado a
uso de placebo. Dezesseis individuos nessas condi¢des foram submetidos a
dietas hiperglicidica, hiperprotéica e hiperlipidica, isocal6ricas entre si.
Dosaram-se nos tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos os parametros:
glicose, insulina, peptideo C, GLP-1, glucagon e AGL. Foi calculada média
de area sob a curva e calculo da area incremental, além de analise de
variancia para medidas repetidas. Resultados: Durante o teste de dieta
hiperglicidica a glicemia foi maior em todos os tempos quando comparado
aos testes com PTN e LPD independentemente do uso de sitagliptina
(p<0,05). Sitagliptina diminuiu a glicemia em todos os tempos, quando
comparado ao uso de placebo (p<0,05). Durante a dieta CHO, a secrecéo de
glucagon foi menor que nas dietas LPD e PTN (p<0,05). J& a concentracao
de insulina foi maior com a dieta CHO em relacdo a dieta LPD (p<0,05). A
concentracdo de insulina e peptideo C foi maior em todos os tempos na
dieta CHO (p<0,05). A concentracdo de GLP-1 foi significativamente maior
durante o teste hiperlipidico em relagéo a dieta CHO. Durante a dieta LPD, a
medida de GLP-1 foi maior em todos os tempos. A dieta CHO apresentou
medida de GLP-1 menor em todos os tempos do que as outras dietas
(p<0,05). A medida de GLP-1 no tempo foi maior (até 120’) com o uso de
sitagliptina do que com o uso do placebo, apesar de ndo estatisticamente
significativa. Os niveis de AGL no tempo foram maiores com o0 uso do
placebo do que com o uso da sitagliptina, apesar de néo estatisticamente
significativo. Concluséo: Houve diminui¢do da glicemia em todos os tempos
com sitagliptina, independentemente da dieta testada. Houve diminuicdo do
efeito da sitagliptina durante o uso da dieta hiperglicidica.

Descritores: Diabetes Mellitus tipo 2/terapia; Diabetes Mellitus/dietoterapia;
Sitagliptina; Inibidores da dipeptidil-peptidase 1V; Peptideo 1 semelhante ao
glucagon.
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Summary

Oliveira CSS. Effect of DPP-IV inhibitor on glycemia, glucagon, insulin, C-
peptide, GLP-1, and free fatty acids after isocaloric diets with different
nutritional compositions in drug-naive patients recently diagnosed with type 2
diabetes [thesis]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2013. 76p.

Background: Sitagliptin, a dipeptidil-peptidase IV inhibitor, prevents the
degradation of GLP-1 (glucagon-like peptide 1), one of the incretin
hormones. It is well-known that diet interferes in the GLP-1 secretion;
however, the interaction between drugs that stimulates the release of GLP-1
and the macronutrients from diet is hardly studied. Objective and Methods:
To demonstrate the effect of sitagliptin on glycemia, and on the secretion of
GLP-1, glucagon, insulin, C-peptide, and free fatty acids after three isocaloric
diets with different nutritional compositions, in drug-naive patients, newly
diagnosed with type 2 diabetes, when compared to the use of placebo.
Sixteen individuals were subjected to a high-carbohydrate diet, a high-protein
diet, and a high-fat diet, all of which with similar caloric values. At 0, 30, 60,
120 and180 minutes after the diet, glucose, insulin, C-peptide, GLP-1,
glucagon, and AGL were measured. The mean area under the curve, the
incremental area, and the variance for repeated measures were calculated.
Results: During high-carbohydrate diet, glycemia was higher for all time
points, when compared to the PTN and LPD diets, independently of
sitagliptin (p<0,05). Sitagliptin reduced glycemia during three diets when
compared to placebo (p<0,05). During CHO diet, secretion of glucagon was
smaller than it was during the LDP and PTN diets (p<0,05). On the other
hand, insulin concentration was higher than during the LPD diet (p<0,05).
Concentrations of insulin and C-peptide were higher for all the time points
during the CHO diet (p<0,05). GLP-1 concentration was significantly higher
during the high-fat diet than during the high-carbohydrate diet. During the
LPD diet, the quantity of the GLP-1 was larger for all time points. The CHO
diet presented lower GLP-1 level, for all the time points, than the other diets
(p<0,05). The GLP-1 level (up to 120min) with the use of sitagliptin was
higher with LPD and PTN diet than it was with the CHO diet. The AGL levels
for all time points were higher with placebo than with sitagliptin, although not
statistically significant. Conclusion: There was a reduction in glycemia with
sitagliptin, independently of the diet tested, for all time points. There was a
reduction in sitagliptin effect during the use of the high-carbohydrate diet.

Descriptors: Diabetes Mellitus type 2 / therapy; Diabetes Mellitus / diet
therapy; Sitagliptin; Dipeptidil-peptidase 1V inhibitors; Glucagon-like peptide
1.
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Introducdo 2

O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) é uma das doencas crdnicas
mais comuns e que continua a crescer em namero e importancia econémica
e social. A International Diabetes Federation afirma que a prevaléncia de
diabetes no mundo em 2011 atingiu 366 milhdes de pessoas e a perspectiva
é de que esse nimero alcance os 552 milhdes em 2030%. Os dados de
prevaléncia sdo escassos. Na Inglaterra, onde o crescimento de diabetes
tem superado as estimativas, o total de individuos diabéticos em 2010 foi de
3,1 milhdes de individuos. O crescimento estimado dessa populacdo para
2030 é de 9,5%, totalizando aproximadamente 4,6 milhées de individuos,
sendo esse aumento ocasionado principalmente em virtude do
envelhecimento e aumento da obesidade?.

No Brasil, de acordo com estudo que utilizou dados eletrdnicos
armazenados no Sistema de Atencdo Béasica do Ministério da Saude, a
prevaléncia do diabetes esteve acima de 10% na maioria dos Estados entre
2002 e 2007. Além disso, houve aumento de prevaléncia nos periodos de
2002 a 2004 e entre 2005 e 2007, concordando com a literatura
internacional®.

Nestes estudos de prevaléncia, observa-se que a incidéncia de
diabetes é muitas vezes omitida porque o critério diagnostico utilizado é a
glicemia de jejum. Com o uso da Hemoglobina glicada a partir de 2010* e a

possivel associagdo desta com a glicemia de jejum para o diagndstico, a
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prevaléncia de diabetes pode aumentar em até 50% nas populacfes acima
de 50 anos”.

Pouco se sabe sobre a progressao das alteracbes metabdlicas que
ocorrem sequencialmente até o diagnostico de diabetes. Em estudo de corte
prospectivo com 6538 britanicos sem diabetes até 0 momento do diagnéstico
da patologia, observou-se que 3 a 6 anos antes do diagndstico ocorre baixa
sensibilidade a insulina, com piora nos anos mais proéximos ao diagndstico.
Além disso, a secrecdo de insulina estara progressivamente diminuida até o
diagnéstico de diabetes quando comparado ao estado de intolerancia a

glicose®.

11 O PACIENTE DIABETICO RECEM-DIAGNOSTICADO

Nos pacientes com diabetes recém-diagnosticado e nos intolerantes
a glicose, a secrecdo de insulina estd muito comprometida. Estudos com
indios Pima americanos demonstraram que a disfungdo das células beta da
ilhota pancreatica precede a manifestacéo clinica do diabetes do tipo 2. No
estudo UKPDS (United Kingdon Prospective Diabetes Study), resultados do
indice HOMA mostraram que ao tempo do diagndstico, o diabético ja perdeu
50% da massa de células beta e que a disfuncdo delas provavelmente
ocorreu de 10 a 12 anos antes®.

Além disso, esses pacientes podem apresentar ao momento do

diagnostico, complicacbes variadas. Neuropatia e nefropatia sdo as
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complicagbes cronicas mais comuns do diabetes mellitus. Em estudo indiano
recente, de 100 casos de diabetes recém-diagnosticados, 21%
apresentavam proteindria e 31% neuropatia. Se somadas, as duas
complicacdes estiveram presentes em 16% dos casos’. Em outro estudo,
em americanos diabéticos tipo 2 recém-diagnosticados com 40 anos ou
mais, 24,9% possuia nefropatia e 21,5% neuropatia periférica®.

Outra complicacéo frequente é a doenca cardiovascular. Mesmo em
estagios precoces da doenca, onde s6 observamos hiperglicemias no
periodo pds-prandial ou com glicemias de jejum pouco elevadas (100 — 125
mg/dl), essa complicacdo pode se manifestar. No UKPDS, com 6 anos de
acompanhamento 12,1% dos pacientes ja haviam sofrido alguma
complicacdo macrovascular do diabetes®. Esses achados demonstram o
guando essa populacado (diabéticos recém-diagnosticados) deve ser alvo de
medidas educativas e preventivas de saude.

Ferrannini et al.'?

propds que a progressdo do DM2 do estado
normoglicémico para intolerante a glicose e enfim, diabetes, se faz ao longo
do tempo podendo ser acompanhado pelos niveis de glicemia de jejum. Em
estudo de acompanhamento de trés anos, Ferrannini observou que o
aumento da glicemia de jejum predisse a progressdo para os diferentes
estagios de intolerancia a glicose até o diabetes franco. Essa evolucéo se
fez muitas vezes de maneira rapida e pode ser explicada em parte por
queda na secrecéo de insulina™.

A importancia da perda da primeira fase de secrecdo de insulina

nessa evolucdo da patologia ja foi bem documentada, pois apenas a
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resisténcia insulinica ndo parece ser suficiente para causar o diabetes. Em
pacientes com intolerancia a glicose ou nos primeiros estagios de diabetes
tipo 2, a primeira fase de secrecdo de insulina esta perdida mesmo que
tenha ocorrido aumento da segunda fase de secrecéo™?.

Essa faléncia progressiva da célula beta ocorre por uma combinacéo
de lipotoxicidade, citocinas inflamatorias, glucotoxicidade e depdsito amildide
a célula da ilhota. Estima-se que tenha ocorrido 50% de perda da fungéo da

célula beta ao momento do diagnéstico™®.

1.2 O HORMONIO GLUCAGON LIKE PEPTIDEO - 1 E O EFEITO

INCRETINA

Os hormdnios chamados incretinicos sdo  hormoénios
gastrointestinais descritos desde 1960. Seu “efeito incretina” é definido por
maior aumento da secre¢do de insulina quando a glicose é administrada
oralmente se comparado com a administracdo parenteral de uma infuséo
isoglicémica.

Os dois horménios incretinicos mais importantes sdo o Polipeptideo
Insulinotréfico Glicose dependente (GIP) e Peptideo - 1 semelhante ao
glucagon (GLP-1).

GLP-1 e GIP sédo pequenos peptideos, compostos por 30 e 42
aminoacidos respectivamente, liberados pelas células enteroenddécrinas L

localizadas no ileo distal e célon e pelas células K no duodeno,
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respectivamente. Ambos estimulam a liberac&o de insulina apenas quando a
glicose sanguinea esta elevada, aumentando a capacidade secretéria do
pancreas endécrino melhorando os niveis glicémicos™®. Enquanto o GLP-1
controla a glicose sanguinea por outras vias além da hiperglicemia,
estimulando a liberacdo de insulina glicose — dependente e inibindo a
secrecdo de glucagon com supressao de producdo de glicose hepdtica,
assim como diminuindo a taxa de esvaziamento gastrico—, o GIP diminui
menos intensamente o0 esvaziamento gastrico e ndo inibe a secrecdo de
glucagon®>*®.

GLP1 nativo e GIP sado rapidamente degradados pela enzima
proteolitica dipeptidil peptidase-1V, que cliva os dois aminoacidos do grupo
N-terminal de ambos os peptideos produzindo metabdlitos inativos®’. A
ativacdo do DPP-IV resulta na degradacdo do GLP-1(7-36) e a geracdo do
metabodlito GLP-1(9-36) amido, que nao ativa o receptor do GLP-1. Assim,
ha aumento da secrecdo de insulina durante a infusdo endovenosa de
GLP1(7-36) em pacientes saudaveis e em diabéticos com funcédo presente

da célula beta. Ja o seu metabdlito ndo regula a secrecdo de insulina e o

metabolismo de glicose 9.

1.3 INIBIDORES DA DIPEPTIDIL-PEPTIDASE IV (DPP-1V)

O GLP-1 nativo possui meia-vida curta, de menos de dois minutos,
ocasionada em parte por sua rapida degradacéo pela enzima DPP-IV*®. As

drogas inibidoras da DPP-IV emergiram como estratégia terapéutica,
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inibindo a enzima DPP-IV que degrada o GLP-1, prolongando a acao do
GLP-1 “in vivo™?,

A enzima DPP-IV tem funcéo dupla no organismo, ora como uma
protease regulatéria, ora como proteina de ligacdo. Como protease
regulatoria, enzima inativadora, cliva a alanina ou prolina da fracdo N-
terminal do peptideo, resultando em inativacdo dos peptideos GLP-1 e
GIPY,

Cronicamente, o tratamento com a droga sitagliptina reproduz o
efeito agudo inibitério que a dose Unica de inibidor de DPP-IV induz durante
a refeicdo, aumentando o GLP-1, diminuindo a producdo enddgena de
glicose, suprimindo liberacdo de glucagon e melhorando a sensibilidade da
célula beta a glicose em pacientes diabéticos tipo 2. Além disso, foi
recentemente demonstrado que o tratamento crénico com sitagliptina diminui
a glicemia, aumenta a sensibilidade a insulina e potencializa a funcdo de
célula beta mesmo em resposta a glicose endovenosa. Assim,
provavelmente o mecanismo de controle de glicemia se deve, ao menos em
parte, pela remocéo da glicotoxicidade?® e ndo apenas pelo efeito incretinico
em si.

A inibicdo da DPP-IV também reduz as variacfes glicémicas durante

o dia, diminuindo o estresse oxidativo e as citocinas pré-inflamatérias®?.
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1.4. SITAGLIPTINA (MK-0431)

Sitagliptina é inibidor competitivo e reversivel da enzima DPP-IV. E
eliminada pelo rim, com meia-vida de 11,8 a 14,4 horas®>. Melhora a
sensibilidade da célula beta com minimo risco de hipoglicemia, podendo ser
utilizado como monoterapia ou em associacdes®>?*. Além de ser uma
razoavel opcdo de tratamento para pacientes recém-diagnosticados?>.
Estudos demonstraram que nesses pacientes a melhora da glicemia ocorre
sem necessariamente haver aumento dos niveis de insulina, porém com
diminuicéo dos niveis de glucagon??’.

Dose Unica de sitagliptina de 100 mg resultou em inibicdo de no
minimo 80% da atividade plasméatica da DPP-IV por mais de 24 horas. Sua
acdo associada a refeicéo ndo causa hipoglicemia®,

Um estudo pré-clinico demonstrou que 8 — 12 semanas de
tratamento de ratos diabéticos com analogo de sitagliptina (des-fluoro-
sitagliptina) restaura parcialmente, ao menos, a massa de células beta e sua
morfologia, aumenta o contetdo de insulina na ilhota e aumenta a secrecéo
de insulina estimulada por glicose em ilhotas isoladas, similar ao que é
observado em estudos pré-clinicos apés administracdo de GLP-1 ou
analogos ativadores do receptor de GLP-1 (GLP-1R)?’.

Em estudo de fase Ill da sitagliptina, a insulina pos-refeicdo, a
secrecdo de Peptideo C e a relacdo secre¢do insulina/secrecdo glicose e
HOMA-beta e todas as medidas de funcéo da célula beta foram aumentadas

significativamente em relacdo ao placebo. Além disso, a relacdo
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proinsulina/insulina foi significativamente reduzida com sitagliptina em
relacéo ao placebo®.

O efeito da sitagliptina na funcdo da célula beta no DM2 foi
observado através de amostras seriadas apos testes de tolerancia a refeicéo
em trés subestudos de fase lll, estimando a secrecédo de insulina no estado
basal (resposta da célula beta as concentracdes de glicose), estatico
(resposta da célula beta apés refeicdo através do aumento da glicose basal)
e dindmico. Niveis de proinsulina e taxa de proinsulina/insulina foram
significativamente reduzidas com sitagliptina em comparacdo ao placebo,
sugerindo melhora da funcédo da célula beta sem ganho de peso adicional®.

Além disso, estudos recentes vém demonstrando que a sitagliptina
exerce efeito direto nas células L intestinais sinalizando e estimulando a
secrecdo de GLP1. Ocorre aumento do namero de células L em ratos
diabéticos tratados com sitagliptina. Isso pode ser uma explicacdo para o
fato de que a glicemia de jejum melhore com o uso cronico desse
medicamento e o porqué de esse efeito se manter por algum tempo, mesmo

com a interrupcao de seu uso>.

15 DIETAS E SECRECAO DE GLP-1

Ha muito se sabe que a dieta interfere na secre¢cdo de GLP-1. Dietas
com gquantidade proteica aumentada, se comparada com dietas padrbes

(com 10% de proteina em sua composicdo) elevam a saciedade, a
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termogénese, a taxa metabdlica e a oxidacado de gorduras em consonancia
com o aumento do GLP-1%.

Refeicbes liquidas e 6leos monoinsaturados aumentam a secrecao
de GLP-1 em pacientes saudaveis se comparado com refeicfes solidas e
com outros tipos de gorduras>>.

Além disso, ha descrito 0 aumento de GLP-1 com 6leo de oliva® e
com outros tipos de alimentos.

No entanto, a interacdo das drogas que aumentam o GLP-1 e a
alimentacdo do paciente é pouco estudada. E de relevancia clinica
sabermos se ocorre interferéncia dos macronutrientes compondo a dieta e a

acao clinica do medicamento.



2. Objetivos
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Determinar o efeito do antagonista da Dipeptidil peptidase-IV
(DPPIV) sitagliptina, na secrecdo de GLP-1, glucagon, insulina, peptideo-C,
acidos graxos livres e na glicemia apos trés dietas isocaloricas, de diferentes
composi¢cdes nutricionais em pacientes diabéticos tipo 2, recém-

diagnosticados, virgens de tratamento, quando comparado a uso de placebo.



3. Casuistica e Métodos
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3.1 POPULACAO ESTUDADA

Os pacientes foram encaminhados dos ambulatérios do Instituto do
Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP) e de Campanha Anual de Deteccéo
Precoce de Diabetes. Foram entrevistados 45 individuos e selecionados
para o estudo os que apresentavam diagnostico de diabetes recente (tempo
menor que trés meses), confirmado por Teste de Tolerancia Oral a Glicose
com 75 g de glicose em 2 horas (TOTG) e por Hemoglobina Glicada
(HbAL1C). Eram considerados diabéticos se ap6s o TOTG, no tempo 120
minutos, atingissem glicemia acima de 200 mg/dl. Dos pacientes recrutados
para teste de diagnostico, 16 foram selecionados por preencherem os
critérios indicados a seguir.

Para incluséo:

= diabetes mellitus tipo 2, confirmado por curva de tolerancia oral
e hemoglobina glicada;

» idade entre 40 e 70 anos;

» auséncia de tratamento medicamentoso para diabetes;

» sem uso de inibidor de bomba de préton ou medicamento
guaisquer gue altere motilidade gastrica como antieméticos,
domperidona,;

= sem uso de hipolipemiantes como sinvastatina, atorvastatina,
rosuvastatina;

= hemoglobinaglicada entre 6,5 e 9,0%;
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= indice de Massa Corporal (IMC) entre 20 e 35 kg/m?;
» entre as mulheres foram incluidas as pacientes menopausadas

gue ndo estivessem em uso de terapia hormonal.

Para exclusao:

» descompensacao diabética aguda, com HbA1C > a 10%, IMC
menor que 19,9 kg/m? e inclusive ou maior que 35,1 kg/m?;

= doencas psiquiatricas limitantes;

» tratados com insulina ou que tiveram cetondria ou marcadores
autoimunes para diabetes tipo 1l,em wuso de outros
antidiabéticos orais; mulheres em idade fértil;

» doenca severa concomitante como nefropatia (creatinina >
1,4mg/dl em mulheres e > 1,5 para homens), hipertenséo
arterial ndo controlada, Acidente Vascular Cerebral com
sequela importante.

Dos pacientes excluidos, cinco estavam descompensados do
diabetes com HbA1C> 10,0%, oito ndo conseguiram acompanhar os dias de
exame, trés faltaram aos dias de teste e 1 paciente estava com
hipotiroidismo descompensado. Cinco pacientes eram Intolerantes aglicose
no exame de TOTG e né&o participaram da pesquisa.

Os pacientes foram orientados através de consultas com
endocrinologista e nutricionista a manterem dieta estavel de manutencdo do

peso durante o periodo de quatro meses em que os testes foram aplicados.
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Todos mantinham controle de glicemia através de glicemia capilar sendo
orientados a manter contato telefénico com a investigadora caso
apresentassem alteracdo glicémica superior a 200 mg/dl em jejum ou poés-
prandial ou qualquer outro sinal ou sintoma concorrente a pesquisa.

Nos dias de teste de dieta, os pacientes foram orientados a se
apresentarem em jejum de 10 horas, na Sala de Testes da Endocrinologia
do HCFMUSP as 7h da manha e ndo tomarem café ou agua antes do
exame. Pediu-se que mantivessem a quantidade de exercicio fisico que ja
realizavam durante o periodo da pesquisa. Os pacientes possuiam exames
laboratoriais basais semelhantes como demonstrado na Tabela 5dos

Resultados.

3.2 METODOS

O estudo foi cross-over, randomizado, cego, placebo-controlado
sendo que os pacientes foram sorteados para uso inicial de placebo ou
sitagliptina 100mg. O placebo utilizado foi fabricado na Farméacia do
HCFMUSP e mascarado na forma de blister com apresentacdo semelhante
a do medicamento em sua forma e apresentacdo. Todos o0s pacientes
passaram pela fase de uso do placebo e de uso de sitagliptina, na forma de
cross over. Apds um més de uso de placebo ou de sitagliptina conforme o
sorteio, 0 paciente apresentava-se em jejum para o teste de dieta que foi

realizado na Sala de Testes da Endocrinologia do Hospital das Clinicas da
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USP. O tempo de uso de ambos os tratamentos e o tempo de washout da
droga foi de um més. Os testes agudos de dietas eram realizados na ordem
carboidrato, proteica e lipidica, com 48 horas de diferenca entre eles.

As trés dietas para teste eram isocaloricas, com 450 kcal cada, com
semelhante quantidade de fibras, semelhante composicdo de Oleos,
consisténcia solida e foram desenvolvidas em conjunto com a empresa
Condieta® para tornarem-se palataveis e poderem ser comparadas entre si.
No momento da ingesta, pediu-se que 0 paciente ndo ingerisse agua ou
outro liquido com a refeicdo e determinou-se o tempo médio de quinze
minutos para a ingesta total da dieta. Nenhum paciente apresentou émese
durante os testes de dieta.

No periodo entre os dias de teste, os pacientes receberam em sua
casa seis refeicdes padrées congeladas com orientacdo para que ingerissem
nas 48 horas entre os testes, mantendo assim uma padronizacdo da ingesta
de macronutrientes e de numero de calorias entre os dias de teste.

No dia do teste das dietas, os pacientes foram submetidos a puncao
venosa periférica e o sangue foi coletado no tempo basal com seringa
gelada, seguido da ingesta da dieta, e ap6s nos tempos trinta, sessenta,
cento e vinte e cento e oitenta minutos. O sangue coletado foi transportado,
centrifugado e armazenado sob refrigeracdo com inibidor da dipeptidil-
peptidase-4 para evitar degradacdo do horménio GLP-1. Nos tempos 0’, 30’,
60’, 120’ e 180’ foram realizados coletas para dosagem de glicemia, insulina,

peptideo-C, glucagon, glucagon-like peptideol e acidos graxos livres.
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Sorteio simples
Placebo Sitagliptina
1 més 1 més

< <

Teste ‘ Teste
Dietas Dietas

Inicia Inicia
Sitagliptina Placebo
1 més 1 més

- -

Teste Teste
Dietas Dietas
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Teste das Dietas (ap6s 12h jejum)

- Tempo (minutos) Glicose
Insulina

| 030601201201
48 h* - ‘%ILC
LPD \ Tempo (minutos) Glicose
Insulina

PEPC

l 0 3060 120 180 —  gip1

- GLUC

48 h* AGL

.

H Glicose
- Tempo (minutos) o

PEPC
l 0 30 60 120 180 — gﬁ’lé

*Dieta padrao congelada

3.2.1 Testes laboratoriais

As determinacées de Acidos Graxos Livres (AGL), Glucagon e GLP-
1 (Glucagon LikePeptide-1) foram realizadas no Laboratério de Carboidratos
e Radioimunoensaio — Laboratério de Investigacbes Médicas (LIM) 18 —
FMUSP®*. Todas as determinacées foram efetuadas pelo método manual,
em duplicatas, preferencialmente pelo mesmo individuo. As amostras para
determinacdes de Glucagon e GLP-1 foram coletadas em tubos previamente

gelados, contendo o anticoagulante EDTA e os inibidores de proteases
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Aprotinina (Sigma-Aldrich A 6279) - 20 microlitros/mL de sangue e Diprotin A
(ILE-PRO-ILE — Sigma-Aldrich 19759), 10 microlitros/mL de sangue, para
preservar a forma ativa do glucagon e do GLP-1. O sangue assim coletado e
mantido sempre no gelo foi imediatamente centrifugado a 4°C a 2000
rotacdes por minuto por 15 minutos e o plasma, separado em pequenas
aliquotas que foram mantidas sob estoque a temperatura de -70°C, em
freezer de ultrabaixa temperatura, para preservar as atividades por maior
tempo. A quantificacéo foi realizada no mesmo ensaio, em grupos de casos
estudados, para minimizar a variacdo de resultados entre diferentes lotes de
kits e ensaios, tanto para Glucagon, GLP-1 e AGL.

Os acidos graxos livres foram determinados no plasma, pelo método
enzimatico-colorimétrico especifico (ACS-ACOD) utilizando reagentes da
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (ref.: 999-34691, 995-34791, 991-
34981, 993-35191, 997-76491 e 276-76491), comercializados pela Wako
Chemicals USA®. As determinacdes foram efetuadas em duplicata, com a
metodologia adaptada no LIM18, para execuc¢do pelo método manual para
determinacdo em microplacas de 96 pocos. A leitura foi efetuada pelo
sistema dual wavelengthmode 540/650nm, no fotdmetro Multiskan EX da
Lab systems para obtencdo de delta absorbancias e a curva padrédo
apresentou linearidade de 0,1 até 2 mEqg/L, e o limite de deteccédo, de 0,05
mEg/L. Os célculos foram efetuados utilizando método de regresséo linear e
com corregdo de branco de reacdo das amostras quando elas se
apresentavam visualmente alteradas: ou por presenca de hemoglobina ou

por outra alteracdo de cor. As variagcfes entre as duplicatas foram minimas,
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permanecendo menores que 3%. As variacdes intra-ensaios e entre ensaios
foram menores que 5%,
As concentracbes de glucagon foram analisadas por

radioimunoensaio fase liquida (RIE com iodo radioativo - 1*?°

) com a técnica
de duplo anticorpo, utilizando reagentes comercializados pela Millipore
Corporation: kit GL-32K para Glucagon. O limite de sensibilidade foi de 20
pg/mL e linearidade da curva padrdo até 800pg/mL. O anticorpo utilizado
tem a seguinte especificidade, informada no manual: 100% para Glucagon,
<0,1% para oxyntomodulina e indetectavel para somatostatina, polipeptideos
pancreaticos, insulina, pré-insulina e peptideo C de insulina. O coeficiente de
variacdo (CV) intra-ensaio numa amostra de 150pg/mL foi 4,4% (20
repeticdes) e variacao entre ensaios foi de 6,5% (20 determinacdes). Valores
de referéncia em jejum: 50 a 150 pg/ml. No manual do kit consta que a
percentagem de CV intra-ensaio pode variar de 4,0 a 6,8%e entre ensaios
de 7,3 a 13,5%, dependendo da amostra®®>'.

A determinacdo de GLP-1 total foi realizada por radioimunoensaio
fase liquida (RIE com iodo radioativo - 1**®) com o kit da Millipore GLP1T-
36HK, sendo que a curva foi linear de 10 a 500pM. O anticorpo utilizado
(informado no manual) tem a seguinte especificidade: 100% para GLP-1(7-
36), 100% para GLP-1(9-36) e 100% para GLP-1(7-36), <0,02% para GLP2,
0,2% para Glucagon e <0,01% para exendina. As amostras plasmaticas
foram analisadas diretamente em duplicatas de 100 microlitros, uma vez que

se mostrou detectavel e reprodutivel nos testes efetuados no mesmo ensaio.

Nessas condi¢cdes o CV intra-ensaio foi quase sempre menor que 5% (no



Casuistica e Métodos 22

manual do kit, mostra uma %CV intra-ensaio variando de 22 a 38% e a %CV
entre ensaios de 10 a 23% dependendo do nivel de GLP-1, para amostras
plasmaticas extraidas). A amostra plasmatica para GLP-1, uma vez
descongelada para uma determinacdo, numa repeticido posterior (novo
ensaio) foi observada maior variacdo, provavelmente pela alteracdo dos
constituintes plasmaticos sob efeito do redescongelamento. Os tubos das
reacoes de RIE para determinacdo de GLP-1 foram sempre mantidos em
ambientes refrigerados préximos de 4°C em camaras adaptadas, durante
todo 0 manuseio das amostras em bancada®. Os resultados obtidos para
Glucagon e GLP-1 foram efetuados diretamente de cada curva padrdo do
ensaio, pelo programa computadorizado (software) para radioimunoensaio
no contador gama utilizado.

O sangue coletado foi também encaminhado através da rotina do
Laboratério Central do HCFMUSP para dosagem de glicemia, insulina e
peptideo-C. Para a dosagem de glicose sanguinea, foi utilizado o método
Enzimatico colorimétrico, com valores de referéncia para o jejum de 70 a 99
1,

mg/d Para a dosagem de insulina foi utiizado o método

Eletroguimioluminescéncia com valores de referéncia entre 2,6 e 24,9

|36,37

pU/m Para dosagem de peptideo C, o método utilizado foi de

Eletroquimioluminescéncia com valores de referéncia entre 1,1 a 4,4 ng/ml*.
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3.2.2 Dietas e randomizacéao

As dietas para os dias do teste compunham-se dos seguintes

macronutrientes:

Tabela 1. Composicdo nutricional da Dieta Hiperglicidica

Dieta Hiperglicidica Kcal Proteina Lipidio Carboidrato  Fibra
(9) (9) (9) (9)

Arroz (120g) 144.,8 2,0 0,16 33,84 2,4

Batata(100g) 53,3 1,2 0,1 11,9 1,3

Macarréo(50g) 174,3 6 0,7 36 15

Manteiga(5g) 37,35 4,15

Oleo (4,59) 40,5 4,5

Total(g) 9,2 9,96 81,74 5,2

kcal 450,25 36,8 89,64 326,96

% kcal 8,17% 19,90% 72,61%

Tabela2.  Composicao nutricional da Dieta Hiperlipidica

Dieta Hiperlipidica Kcal Proteina  Lipidio  Carboidrato Fibra
@) (9) (9) (9)

Manteiga(25g) 186,75 - 20,75 -

Linguica (509) 138,85 8 11,65 2,5

Ovos (509) 73 6 5 1 -

Aveia (209) 69,6 2,4 12 4
14 39,8 15,5

kcal 468,20 56 358,2 62

% kcal 12,96% 74,5% 12,8%
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Tabela3. Composicdo nutricional da Dieta Hiperproteica

Dieta Hiperproteica Kcal Proteina Lipidio Carboidrato Fibra(g)
9) (9) (9)

Clara de ovo (3509) 189,8 47 0,2 -

1 gema (159) 52,06 2,38 4,62 0,24

Aveia (209) 69,6 2,4 12 4

Proteina(2 colheres 108 27

de sopa)

Oleo de oliva (5 g) 45 5

Total(g) 76,38 12,22 12,24 4

kcal 464.46 305,52 109,98 48.96

%kcal 65,78%  24,67% 10,54%

Os pacientes foram seguidos por seis meses ao todo, e passaram
por no minimo seis consultas. Quatro consultas médicas, duas consultas
com nutricionista e monitoramentos frequentes telefénicos por profissional
de enfermagem treinada em diabetes.

O tratamento foi dispensado mediante apresentacdo das caixas
vazias do tratamento anterior. Objetivou-se controle glicEmico de no minimo
cinco pontos diarios: jejum, pos-café, almoco, pds-almocgo e antes de dormir.
Essa monitorizacao foi realizada durante os quatro meses durante as visitas
e por contato telefénico, ficando facultada a diminuicdo de pontos de
glicemia para duas vezes ao dia se bom controle glicémico atingido (jejum <
100 mg/dl e pés-prandial< 140 mg/dl).

A manutencdo do peso durante a pesquisa foi monitorada por
pesagem em balanca da Sala de Testes da Endocrinologia devidamente
calibrada e nas consultas médicas, consultas com nutricionista e com a

técnica de enfermagem.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para averiguar o efeito da sitagliptina sobre cada um dos
parametros: glicemia, glucagon, insulina, peptideo C, GLP-1e AGL, apos
dietas isocaloricas de diferentes composi¢cées nutricionais, foi utilizada a
Andlise de variancia para medidas repetidas. Para essa analise, foi
considerada a éarea incremental sob a curva de cada um dos parametros
citados.

Para comparar droga, dieta e tempo para cada um dos parametros:
AGL, glicemia, glucagon, insulina, peptideo C e GLP1, também foi utilizada a
Andlise de Variancia para medidas Repetidas.

Foi utilizado nivel de significancia de 5%, p-valor < 0,05, bicaudal.

No estudo de cross over ndo houve influéncia da ordem de
randomizacao dos pacientes para uso de placebo ou sitagliptina.

Para as andlises utilizou-se o Software de Estatistica SPSS 15.0 for

Windows.



4. Resultados
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4.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

Os individuos tinham em média 58,4 anos eram em sua maioria
homens (56,3%). O IMC médio foi de 27,1 kg/m? e 56,3% eram hipertensos.
A histéria familiar de DM2 prévio ocorreu em 68,8% dos pacientes. A
distribuicdo quanto a idade e ao sexo foi demonstrada na Tabela 4.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre o IMC inicial

e final do estudo (p=0,912).

Tabela 4. Caracteristicas clinicas e antropométricas dos pacientes

estudados
Variaveis n=16
Idade (anos)* 58,4 +11,6
Sexo**
Masculino 9 (56,3)
Feminino 7 (43,8)
IMC (kg/m2)* 27,1+2,4
Presenca HAS** 9 (56,3)
PAS* 136,1 +26
PAD* 77,5+ 16,1
Historia Familiar DM2** 11 (68,8)

Dados expressos por média + desvio padrao*
Dados expressos por n (%)**
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4.2 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Os individuos apresentaram glicemia basal média de 164 mg/dl e
HbAlc média de 7,7%. A média de peptideo C foi de 3,8 ng/ml e de GLP-1
de 219,1 pM. Na Tabela 5 foram demonstrados os valores basais da
concentracdo plasmatica de glicose, insulina, peptideo C, glucagon, GLP 1,

AGL de todos os individuos patrticipantes do estudo.

Tabela 5. Caracteristica dos exames laboratoriais basais dos pacientes
estudados a entrada do estudo.

Variaveis n=16
Glicemia jejum (mg /dI) 164,3 + 43,5
Alc (%) 7,7+12
Colesterol Total (mg/dL) 219,0+£ 51,8
LDL-colesterol 132,8 + 49,7
HDL-colesterol 42,0+ 13,1
TG 217,4 +163,1
Insulina (MU/L) 19,6 £ 14,0
Peptideo C (ng/ml) 3,8+1,8
GLP-1 (pM) 219,1 £+ 54,6
Glucagon (pg/ml) 77,1+32,8
AGL (mEq/L) 0,6+0,2

Dados expressos por média + desvio padrao.

4.3 EFEITOS DAS DIETAS E DROGA SOBRE GLICEMIA

Como demonstrado nas figuras 1A, 1B, 1C, 1D e 1E abaixo e 0s

Apéndices 1 e 2, observa-se que durante o teste de dieta CHO
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(hiperglicidica) a glicemia foi maior em todos os tempos quando comparado
aos testes com PTN e LPD independente do uso de sitagliptina (p<0,05).

Sitagliptina diminuiu a glicemia em todos os tempos, quando
comparado ao uso de placebo (p<0,05).

A mudanca de glicemia no tempo depende da dieta. A glicemia é
maior em todos os tempos na dieta CHO. Porém, entre os testes de dietas
LPD e PTN ha diferencas na glicemia ao longo do tempo. Nos tempos
iniciais (0’ e 30’) a glicemia € maior na dieta LPD do que na dieta PTN
(p<0,05).

Além disso, a glicemia varia nos testes de dietas dependendo do uso
de sitagliptina ou placebo. A glicemia € sempre maior com a dieta CHO tanto
com uso de placebo quanto com o uso de sitagliptina, sendo maior com o
uso de placebo. Entre as dietas LPD e PTN a glicemia é maior com o uso de
placebo, porém com este a glicemia € maior na dieta LPD do que na dieta
PTN e com o uso da sitagliptina a glicemia € maior na dieta PTN do que na

dieta LPD (p<0,05).
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Figura 1A. Diminuigdo da glicemia com uso de sitagliptina em relagéo ao
placebo durante as trés dietas * p<0,05
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Figura 1B. Como se observa houve aumento da glicemia com dieta CHO se
comparado ao teste com dieta LPD ou PTN. A glicemia foi
menor durante uso de sitagliptina em todos os trés tipos de dieta
(* p<0,05) .
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FiguralC. A glicemia é maior em todos os tempos com a dieta
CHO(*p<0,05)
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Figura 1D. Nos tempos iniciais (0'30’) a glicemia é maior na dieta LPD se
comparada a dieta PTN
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Figura 1E. Nos tempos de 60’ a 180" a glicemia € maior com dieta
hiperproteica em relagdo ao teste com dieta hiperlipidica
(p<0,05)

4.4 EFEITOS DAS DIETAS E DADROGA SOBRE CONCENTRACAO

DE GLUCAGON

Nos Apéndices 3 e 4 e nas figuras 2A, 2B,2C e 2D a seguir,
observa-se que, durante a dieta CHO, a secrecéo de glucagon foi menor do
gue nas dietas LPD e PTN (p<0,05).

A concentragédo de glucagon no tempo depende da dieta. Na dieta
CHO, aumenta de 0’ até 30’ e a partir de 60’ ha uma queda significativa,
enquanto na dieta LPD o glucagon apresenta leve aumento em todos 0s
tempos. Finalmente, na dieta PTN o glucagon aumenta até 60’ e tem uma

leve queda ap6s esse tempo com o uso da sitagliptina (p<0,05).
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Figura 2A. Semelhante liberacdo de glucagon com placebo e sitagliptina
durante os trés testes de dieta.
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Figura 2B. Durante a dieta CHO a secrecdo de glucagon foi menor em
relacdo as dietas LPD e PTN
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Figura 2C.

Na dieta LPD a secrecao de glucagon foi maior do que apés

dieta CHO (*p<0,05)
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Figura 2D. Secrecédo de glucagon € maior durante a dieta PTN* p<0,05.
Neste teste, o glucagon aumenta até 60’e ha uma queda apos
este tempo com sitagliptina (p<0,05)
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4.5 EFEITO DAS DIETAS E DA DROGA SOBRE A SECRECAO DE

INSULINA

Assim como visualizado nos Apéndices 5 e 6 e nas figuras 3A, 3B,
3C e 3D a seguir, observa-se que a concentracao de insulina foi maior com a
dieta CHO em relacéo a dieta LPD (p<0,05).

As medidas de concentracdo de insulina foram muito similares em
relacdo ao uso de placebo e sitagliptina, resultado ndo estatisticamente
significativo.

A variacdo da concentracdo de insulina no tempo depende da dieta.
Esta é maior em todos os tempos na dieta CHO. Porém, entre as dietas LPD
e PTN ha diferencas na secrecdo de insulina ao longo do tempo. Nos
tempos iniciais (0’ e 30’), a secrecao de insulina € maior na dieta LPD do que
na dieta PTN e nos tempos 60’, 120’ e 180’ € maior na dieta PTN do que na

dieta LPD (p<0,05).

60,0
55,0
50,0
45,0
40,0
35,0 =@="Placebo
30,0 —fi—Sita

25,0
20,0
15,0
10,0

Insulina (LU/L)

o' 30' 60' 90' 120' 150' 180'

Figura 3A. Semelhante secrecdo de insulina com placebo e sitaglitpina
durante as trés dietas
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Figura 3B. Concentracdo de insulina € maior com a dieta CHO em relacao a
dieta LPD *p<0,05 e h& tendéncia de secrecéo de insulina maior
com dieta CHO quando comparada a dieta PTN (p=0,063)
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Figura 3C. Secrecao de insulina € maior na dieta LPD nos tempos iniciais
(0’30’) quando comparada a dieta PTN
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Figura 3D. Nos tempos 60’ 120’ e 180’ a insulina € maior na dieta PTN em
relacdo a dieta LPD (p<0,05)

4.6 EFEITOS DAS DIETAS E DA DROGA SOBRE A

CONCENTRACAO DE PEPTIDEO-C

Observa-se que durante a dieta CHO houve maior secrecdo de
Peptideo-C em relacdo a dieta PTN. A dieta LPD nao difere
significativamente das outras duas dietas (CHO e PTN) quanto a medida de
Peptideo-C, representado nosApéndices? e 8e Figuras 4A, 4B e 4C a sequir.

N&o ha diferenca estatistica entre placebo e sitagliptina quanto a
concentracéo de Peptideo-C.

Dependendo da dieta, houve diferencas na concentracdo de
Peptideo-C. A medida de Peptideo-C é maior em todos os tempos na dieta
CHO. Porém, entre as dietas LPD e PTN ha mudanca de Peptideo-C ao

longo do tempo. Nos tempos iniciais (0’ e 30°) e finais (120’ e 180’), a medida
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de Peptideo-C é maior na dieta LPD do que na dieta PTN e no tempo 60’ a

medida de Peptideo-C € maior na dieta PTN do que na dieta LPD.
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Figura 4A. Maior secrecdo de peptideo-C em todos os tempos com a dieta
CHO guando comparada com as dietas PTN e LPD* p<0,05
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Figura 4B. Nos tempos iniciais (0’ e 30’) e finais (120’ e 180’), a medida de
Peptideo-C é maior na dieta LPD do que na dieta PTN
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Figura 4C. No tempo 60’ a medida de Peptideo-C é maior na dieta PTN do
que na dieta LPD

4.7. EFEITO DAS DIETAS E DA DROGA NA SECRECAO DE GLP-1

Nos resultados demonstrados nos Apéndices 9 e 10 e Figuras 5A,
5B, 5C,5D e 5E observa-se que durante a dieta LPD a concentracdo de
GLP-1 é significativamente maior em relacéo a dieta CHO.

Durante o uso de placebo e sitagliptina ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quanto a concentragdo de GLP1.

A dieta demonstra ocasionar variacao significativa na secrecéo de
GLP1. A dieta LPD apresenta medida de GLP-1 maior em todos os tempos
do que as outras duas dietas. A dieta CHO apresenta medida de GLP-1

menor em todos os tempos do que as outras duas dietas. Além disso, as
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medidas de GLP-1 aumentam no tempo para as dietas LPD e PTN e diminui

no tempo para a dieta CHO.
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Figura 5A. Semelhante variacdo de GLP-1 no tempo com uso de placebo
e sitagliptina com as trés dietas
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Figura 5B. As medidas de GLP1 diminuem no tempo com a dieta CHO.
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Figura5C. A dieta LPD apresenta medida de GLP-1 maior do que as
outras dietas

250,0
240,0 0
230,0
3 2200 ~ o P —m————
- \ ol
a 210,0
—
(G
200,0
190,0
180,0
o' 30' 60' 90’ 120 150 180"
== @=— PTN - Placebo == PTN - Sita

Figura 5D. Secrecdo de GLP-1 maior com dieta PTN em relacédo a dieta
CHO (* p<0,05) e menor do que a dieta LPD

Além disso, houve tendéncia (p=0,065) de que ocorra interacéo
entre uso da sitagliptina e as trés dietas. Assim, para comparar as mudancas
nas medidas do GLP-1 entre os tempos 0’ e 120’ com sitagliptina para as

diferentes dietas, utilizou-se a andlise de variancia para medidas repetidas.
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Como demonstrado na Tabela 6 a seguir, verifica-se que existe
diferenca significativa entre as dietas para as medidas de GLP-1 entre os
tempos 0’ com placebo e 120’ com sitagliptina. A dieta CHO difere das dietas
LPD e PTN, pois é a Unica que apresenta queda significativa has medidas
do GLP-1 entre os tempos 0’ com placebo e 120’ com a droga. Por outro
lado, as dietas LPD e PTN apresentam aumento nas medidas do GLP-1
entre os tempos 0° com placebo e 120° com sitagliptina, porém sem

significancia estatistica.

Tabela 6. Comparacdo das mudancas nas medidas do GLP-1 entre os
tempos 0 com placebo e 120’ com sitagliptina para as dietas
CHO, LPD e PTN

GLP-1 no tempo por droga |CHO LPD PTN

Tempo 0 — Placebo

Média = Desvio padréo 219,06 + 54,56 231,15 £ 54,56 221,89 + 50,66
Total 16 16 16

Tempo 120 —Sitagliptina

Média + Desvio padréao 191,5 + 48,29 235,78 + 48,7 238,03 £ 51,71
Total 16 16 16
Comparacoes p

Dieta 0,011

CHO x LPD 0,046

CHO x PTN 0,045

LPD x PTN 1,000

Tempo 0,758

Dieta x Tempo 0,001

A Figura 5E a sequir ilustra os resultados da Tabela 6.
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Figura 5E. Aumento de GLP-1 com as dietas LPD e PTN entre os tempos
0" e 120" com sitagliptina. Diminuicdo do GLP-1 com a dieta
CHO em uso da droga entre os tempos 0" e 120" (*p<0,05)

4.8 EFEITO DE DIETA E DA DROGA SOBRE AS CONCENTRACOES

DE ACIDOS GRAXOS LIVRES

Nos Apéndicesll e 12e Figuras 6A, 6B, 6C e 6D a seguir, é
demonstrado que durante o teste de dieta LPD a secrecdo de AGL é
significativamente maior do que as dietas CHO e PTN.

Entre placebo e sitagliptina, ndo ha diferenca significativa quanto as
concentracdes de AGL, mesmo que a medida de AGL no tempo seja sempre
maior com o uso do placebo do que com o uso da sitagliptina.

A queda de AGL no tempo depende da dieta do paciente, pois,
apesar de haver queda de AGL nas trés dietas, na dieta LPD a medida de

AGL no tempo é maior do que nas dietas CHO e PTN.
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Figura 6A. Semelhante variacdo dos niveis de AGL com uso de placebo e
sitagliptina com as trés dietas
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Figura 6B. Niveis de AGL apos dieta CHO
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Figura 6C. Os niveis de AGL foram maiores ap0s a dieta LPD quando
comparada as dietas CHO e PTN * p<0,05
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Figura 6D. Niveis de AGL apés dieta PTN
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Este estudo demonstrou que a sitagliptina melhorou a glicemia de
diabéticos tipo 2 recém-diagnosticados, independentemente da sobrecarga
dietética utilizada. Além disso, provou que durante a sobrecarga
hiperglicidica as glicemias sdo mais altas e que, durante o uso de
sitagliptina, apos a sobrecarga proteica as glicemias foram maiores quando
se comparou a sobrecarga lipidica. Houve também diminuicdo de GLP-1
apos a dieta CHO entre os tempos 0 e 120 minutos, mesmo com uso de
sitagliptina e este decaimento foi significativo quando comparado as outras
trés dietas.

Sabe-se que, nos diabéticos tipo 2, a producdo excessiva de glicose
pelo figado contribui para a hiperglicemia tanto pés-prandial quanto de jejum.
Além disso, a concentracdo de glicose esta inapropriadamente elevada e a
supressdo pela hiperglicemia da célula alfa, secretora de glucagon,
inexistente. Assim, ha maiores taxas de producéo de glicose pelo figado no
estado de jejum e poés-prandial. Os inibidores da dipeptidil peptidase IV,
como a sitagliptina, reduzem o glucagon no plasma, aumentam a secrecéo
da insulina e induzem maior niumero de células L no intestino, produtoras de
GLP-1, contribuindo assim com reducéo dos niveis glicémicos “+42),

No entanto, quando comparadas as curvas de glicemia apds as trés
sobrecargas dietéticas, a dieta hiperglicidica demonstrou causar a maior
curva glicémica, mesmo com uso da sitagliptina. Estudos prévios
demonstraram que a resposta glicémica pos-prandial aos carboidratos é

maior quando este prevalece na composicao“® 4.
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Quanto ao glucagon, entre esses individuos estudados, tanto a
sobrecarga proteica quanto a lipidica induziram maiores concentracfes do
horménio quando comparadas a dieta hiperglicidica. Nado houve diferenca
estatisticamente significativa nos niveis de glucagon entre placebo e
sitagliptina. Porém, durante a dieta hiperproteica, o glucagon diminuiu
significativamente apds o tempo 60’ com o uso de sitagliptina.

O glucagon, fisiologicamente, tem o papel de prevenir a possivel
hipoglicemia que acompanharia a elevacdo de insulina apds a ingesta de
proteina, no caso de ingesta de dieta sem hidratos de carbono®®- Estudos
prévios demonstraram que pacientes diabéticos tipo 2 tiveram maiores
concentracbes de glucagon com a dieta rica em proteina. O efeito
estimulante dos aminoacidos na secrecdo de glucagon € importante na
homeostase da glicose, limitando a queda da glicemia causada por aumento
da insulina em decorréncia de sobrecarga proteica®®.

Nos pacientes diabéticos tipo 2 recém-diagnosticados, populacéo
estudada neste protocolo, os niveis de insulina e peptideo C basais mantém-
se algo preservados, apesar de ja diminuidos. A partir de nossa
metodologia, observamos que a insulina esteve em niveis semelhantes
quando usado placebo ou sitagliptina, mas que a dieta interferiu na secrecao
de insulina.

A dieta hiperglicidica elevou mais a insulina do que a dieta lipidica.
Porém, entre os testes de dietas LPD e PTN, houve diferencas na secre¢éo

de insulina ao longo do tempo. Nos tempos iniciais (0’ e 30’) a secregéo de
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insulina foi maior na dieta LPD e nos tempos 60°, 120’ e 180’ foi maior na
dieta PTN do que na dieta LPD.

A insulina é secretada em pacientes saudaveis, de forma continua
apos a ingesta ou administracdo de glicose, atingindo pico em 60 minutos e
concomitantemente ha queda dos niveis de hormdnio de crescimento. O
efeito da proteina quando somada a dieta rica em carboidrato seria o de
aumentar a area de secrecdo de insulina em pacientes diabéticos, se
comparado com o consumo de carboidrato isoladamente® “®). Na nossa
populacdo a curva de insulina ndo foi diferente com a sobrecarga proteica,
porém a glicemia foi menor com esta dieta e a curva de GLP-1 mais
pronunciada.

Nos primeiros estudos de fisiologia, ainda em pacientes saudaveis, a
ingestdo de proteinas aumentou os niveis de insulina significativamente por
ser 0 aminoacido que a constitui, estimulo a secre¢do do hormonio. Também
ocorreu aumento da glicemia principalmente pela degradacdo dos
aminoacidos, sendo que o aumento da secrecdo de insulina ndo esteve
relacionado a mudancas na glicemia. Outros fatores influenciaram a
secrecdo de insulina como, por exemplo, o aumento do horménio do
crescimento tardiamente apds a refeicéo proteica “7*9).

Em nosso estudo, a curva de &cidos graxos livres apOs dieta
hiperlipidica foi menor com sitagliptina apesar de esse resultado nao ter sido
significativo quando comparado ao placebo.

Em estudo prévio, ap6s sobrecarga hiperlipidica, os pacientes

diabéticos ndo revelaram aumento da glicemia importante e houve
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diminuicido da curva de insulina®). Dieta rica em gordura reduz o
esvaziamento gastrico® sendo também o maior estimulo para a secrecao
de GIP®Y5253) Ha relato de que a sitagliptina reduziu os niveis pés-prandiais
de triglicérides, por aumentar os horménios incretinicos, reduzindo acidos
graxos livres e melhorando sensibilidade a insulina e a funcdo da célula
beta®?.

Este estudo demonstrou uma tendéncia de interferéncia entre as trés
diferentes dietas e uso de sitagliptina (p=0,065) na secrecdo de GLP-1.
Quando analisamos a diferenca entre o tempo zero e 120 minutos nas trés
diferentes dietas, observou-se que com as sobrecargas proteica e lipidica ha
aumento do GLP-1 e na sobrecarga glicidica h4 uma diminuicdo do
horménio significativa no tempo 120 minutos, com o uso de sitagliptina.

O GLP-1 diminui a glicose plasmatica com o0 aumento da secrecao
de insulina, diminuindo a liberacéo de glucagon e estimulando a utilizacdo de

glicose pelos tecidos periféricos®>®)

. Porém, para predizer uma resposta
normal ou anormal de GLP-1 em pacientes diabéticos tipo 2, dependemos
do balanco individual de varios fatores como idade, secrecéo basal de AGL,
peso do paciente e esvaziamento gastrico®”.

O efeito dos diferentes macronutrientes da dieta na glicemia e em
outras secre¢des hormonais dos individuos diabéticos vem sendo estudado,
com a finalidade de estabelecer melhores padrbes alimentares no

tratamento. Desde 1966, estuda-se qual o efeito de variados tipos de

alimentos na secrec¢do de insulina, peptideo C, glucagon, glicemia, GLP-1 e



Discussao 51

AGL“*" e a interferéncia dos variados tipos de dietas no peso, hemoglobina
glicada e perfil lipidico de diabéticos.

Nos pacientes diabéticos, o efeito dos macronutrientes da dieta
depende do tempo de diabetes, além de outros fatores como esvaziamento
gastrico (presenca de gastroparesia) e peso do paciente. Em pacientes
diabéticos néo insulinopénicos, como os recém-diagnosticados, a resposta a
insulina € semelhante aos individuos ndo diabéticos sendo maior quando ha
proteina na dieta. Em contraste, a sobrecarga lipidica ndo afeta a secrecéo
de insulina da mesma forma®. Além desses dados, revisdo recente da
literatura confirmou que, modificando a quantidade de macronutrientes da
dieta dos diabéticos tipo 2, podemos melhorar o controle glicémico, peso e o
perfil lipidico®®.

Com sitagliptina, em ratos, houve supressado da lipolise, reducédo da
gliconeogénese a da producdo de glicose hepatica consequentemente
diminuindo a glicemia de jejum®. Todos esses efeitos clinicos, no entanto
ndo necessariamente devem-se ao GLP-1Y. Estudo prévio demonstrou que
a sitagliptina inibiu a producdo de glicose enddégena durante a refeicdo, a
secrecdo de glucagon e melhorou a sensibilidade da célula beta e esses
efeitos foram independentes do efeito incretino-mimético que ndo se alterou
com uso de sitagliptina. Provavelmente o controle da glicose se deve, ao
menos em parte, a diminuicdo da glicotoxicidade®?.

Outro achado importante é que a degradacédo do GLP-1 mediada por
DPP-IV associada a liberacdo de outros dipeptideos durante uma refeicédo

pela atividade luminal e entérica da endopeptidase DPP-IV produziria uma
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concentracdo importante de dipeptideos para regular a secrecdo de
glucagon®®. Essa observacdo também é consistente com achados prévios
de que a liberacdo de dipeptideos apds a ingesta hiperproteica inibiria a
atividade local da DPP-IV, aumentando o GLP-1 bioativo no intestino,
regulando a glicemia e a saciedade®®.

Através do estudo de metodologias prévias®®47%®e com o objetivo
de controle dos possiveis vieses, buscamos homogeneizar ao maximo o
grupo de pacientes, os trés tipos de dieta, o tamanho da refeicdo, sua
consisténcia, tempo de ingesta, dieta entre os testes, com o fornecimento de
dietas congeladas, e a manutencao do peso dos pacientes.

Porém, como a populacédo estudada apresentou nivel mais baixo de
hemoglobina glicada, nossos achados limitam-se a este subgrupo
populacional. Além disso, 0 numero de pacientes selecionados foi pequeno,
devido a dificuldade para encontrar o diabético recém diagnosticado e sem
tratamento. Outra limitacdo foi a impossibilidade de controlarmos a variavel
“‘esvaziamento gastrico”.

Apesar disto, neste protocolo, demonstramos pela primeira vez,
interacdo farmacodindmica entre a droga sitagliptina e a composicdo de
macronutrientes da dieta influenciando no efeito final da droga, a diminuigéo
da glicemia. Observou-se que durante a sobrecarga glicidica houve
diminuicéo da concentracdo de GLP-1 significativa entre os tempos 0’ e 120°
e, mesmo com aumento da insulina e peptideo-C naquele momento, as

glicemias mostraram-se mais elevadas do que durante as outras dietas. Isso
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ocorreu por provavel influéncia negativa da sobrecarga glicidica no efeito
metabdlico desejado com o medicamento, sitagliptina.

Essa observacdo tem implicacdes clinicas importantes, pois, ao
estudarmos a variacdo da secrecdo hormonal e glicemia sob efeito dos
diversos macronutrientes, em estado de inibicdo da DPP-IV pela sitagliptina,
podemos contribuir no entendimento dos mecanismos que levam ao controle
terapéutico do diabetes mellitus por esta droga e demonstrar o efeito dos

diversos macronutrientes da dieta durante este tratamento.
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Houve diminuicdo da glicemia em todos os tempos com sitagliptina,
independentemente da dieta testada.

Dieta rica em carboidrato diminuiu a secrecdo de GLP-1 em
pacientes diabéticos tipo 2 recém-diagnosticados usando sitagliptina quando
comparada a outras dietas.

Estes dados sugerem gue a sitagliptina seja uma arma terapéutica

complementar no tratamento do Diabetes Tipo 2.
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APENDICEL. Andlise descritiva da area sob a curva de GLICEMIA por Dieta
e Droga e resultado da Analise de Variancia para medidas Repetidas.

AUC GLICEMIA Placebo Sita

pordieta e droga CHO LPD PTN CHO LPD PTN
Média + Desvio|11186,3+ 1484,1+ 1903,1+ 9090,9+ 1693,1+ 2895+
padréo 5363 2782 2688,3 4195,1 2910 22134
Total 16 16 16 16 16 16
Comparacoes p-valor

Dieta <0,001

Droga 0,702

Dieta x Droga 0,079
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APENDICE2. Andlise descritiva de GLICEMIA por Droga, Dieta e Tempo e
resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas

GLICEMIA por Placebo Sitagliptina
droga,dieta e tempo CHO LPD PTN CHO LPD PTN

il

160,94+ 164,38+ 153,44+ 14231+ 136,13+ 13525+

55,58 54,45 51,51 38,92 35,05 34,79
Total 16 16 16 16 16 16
30’

Média + Desvio padrao

Média + Desvio padrao

186,5 + 167,38+ 152,69+ 167,38+ 140,63+ 143,06+
48,86 53,76 46,51 39,39 35,96 41,33
Total 16 16 16 16 16 16
60'
Média + Desvio padréo 23294+ 176,44+ 168,31+ 200,88+ 149,25+ 160,5%
- 53,39 56,21 46,77 56,94 41,53 49,23
Total 16 16 16 16 16 16
120
Média + Desvio padrio 24581+ 17794+ 171,31+ 207,44+ 149,81+ 156,63+
62,59 56,2 51,09 67,27 44,88 47,41
Total 16 16 16 16 16 16
180

Média + Desvio padrio 230,5 + 165,63+ 159,56+ 202,19 + 141 + 143,31

74,56 50,93 51,67 68,02 41,71 42,82
Total 16 16 16 16 16 16
ANOVA paramedidasrepetidas p-valor
GLICEMIA
Dieta <0,001*
CHO X LPD <0,001"
CHO X PTN <0,001"
LPD X PTN 0,666
Droga <0,001*
Tempo <0,001*
0’ X 30’ 0,006"
0’ X 60’ <0,001"
0 X120’ <0,001"
0’ X 180’ 0,003"
30 X 60’ <0,001"
30’ X 120° 0,004"
30’ X 180° 0,450
60’ X 120’ 1,000
60’ X 180’ 1,000
120’ X 180° 0,005"
Dieta X Droga 0,030*
Dieta X Tempo 0,001*
Droga X Tempo 0,435
Droga X Dieta X Tempo 0,198

*Diferenca significativa ao nivel de 5%. "Dietas que diferem ao nivel de significancia de 5%.
“Tempos que diferem ao nivel de significancia de 5%.
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APENDICES. Andlise descritiva da area sob a curva de GLUCAGON por
Dieta e Droga e resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas

AUC Placebo Sita

GLUCAGON

por CHO LPD PTN CHO LPD PTN

dieta e droga

Média + Desvio| -1907+ 1753,4+ 2470,3+ -1926,8+ 14725+ 28098+

padrdo 1647,2 1872,7 1824,4 1730,9 2443,6 2496,2
Total 16 16 16 16 16 16
Comparacdes p-valor

Dieta <0,001

Droga 0,976

Dieta x Droga 0,652
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APENDICEA4. Andlise descritiva de GLUCAGON por Droga, Dieta e Tempo
e resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas
GLUCAGON por Placebo Sita
droga,
dieta & tempo CHO LPD PTN CHO LPD PTN
0
Média + Desvio 76,43 75,69 + 66,55 + 74,35 + 74,76 + 68,84 +
padrdo 32,84 33,54 27,08 23,94 28,42 28,47
Total 16 16 16 16 16 16
30'
Média + Desvio 78,38z 83,21+ 74,27 + 78,21 + 81,06 + 78,13 £
padrdo 35,78 33,47 26,28 29,28 29,35 29,99
Total 16 16 16 16 16 16
60'
Média + Desvio 72,69+ 8719 + 31 86,1 + 69,44 + 84,28 + 93,66 *
padréo 30,39 U 26,61 24,79 32,16 34,7
Total 16 16 16 16 16 16
120'
Média + Desvio 56,65+ 86,17 + 80,06 + 53,99 = 84,04 = 84,92 +
padrdo 29,1 31,38 31,41 21,84 29,71 29,13
Total 16 16 16 16 16 16
180
Média + Desvio 56,09 88,44 + 84,84 + 54,35 + 84,7 + 83,81 +
padrédo 29,26 33,94 34,95 22,22 32,53 29,49
Total 16 16 16 16 16 16
ANOVA
paramedidasrepetidas p-valor
GLUCAGON
. <0,001<0,
Dieta 001*
CHO X LPD <0,001"
CHO X PTN <0,001"
LPD X PTN 0,565
Droga 0,908
Tempo 0,002*
0 X 30 0,196
0 X 60 0,016"
0’ X120° 1,000
0’ X 180 1,000
30’ X 60’ 0,534
30° X 120° 0,148
30° X 180 1,000
60’ X 120’ <0,001"
60’ X 180° 0,073
120’ X 180° 1,000
Dieta X Droga 0,087
Dieta X Tempo <0,001*
Droga X Tempo 0,726
Droga X Dieta X Tempo 0,370

*Diferenca significativa ao nivel de 5%.
Dietas que diferem ao nivel de significancia de 5%.
"Tempos que diferem ao nivel de significancia de 5%.
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APENDICE 5 — Analise descritiva da area sob a curva de INSULINA por Dieta e
Droga e resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas

AUC Placebo Sita

INSULINA por

dieta e droga CHO LPD PTN CHO LPD PTN
Média = Desvio| 4128,4+ 21215+ 27219+ 4236,8+ 2067,8+ 3246,7+
padréo 2985,9 1310,2 2097,4 2087,4 1618,8 2455
Total 16 16 16 16 16 16
Comparacoes p-valor

Dieta 0,001

Droga 0,555

Dieta x Droga 0,697
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APENDICE 6 — Andlise descritiva de INSULINA por Droga, Dieta e Tempo e
resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas

INSULINA por Placebo Sita
droga, CHO LPD PTN CHO LPD PTN
dieta e tempo
0
Média + Desvio 19,59 + 16,96 + 14,21 + 15,36 + 15,84 + 16,98 +
padréo 14,04 10,22 7,74 8,19 8,24 11,49
Total 16 16 16 16 16 16
30
Média + Desvio 31,28+ 23,42 £ 20,44 £ 30,08 £ 2004 +9 2 25,26 £
padréo 16,49 17,27 11,97 12,84 T 16,38
Total 16 16 16 16 16 16
60'
Média * Desvio 41,59+ 29,01 + 31,03 £ 37,41+ 27,22+ 4131t
padréo 17,13 15,01 16,96 12,36 14,18 24,77
Total 16 16 15 16 16 16
120
Média + Desvio 51,29+ 33,79 355+ 44,64 34,13 40,99
padréo 25,93 16,77 20,54 16,39 21,73 29,41
Total 16 16 16 16 15 16
180’
Média =+ Desvio 49,13 29,46 £ 30,76 £ 50,26 £ 28,85 + 32,41 £
padréo 23,7 14,29 21,1 25,27 14,89 20,99
Total 16 16 16 16 15 16
ANOVA paramedidasrepetidas p-valor
INSULINA
Dieta 0,005*
CHO X LPD 0,003"
CHO X PTN 0,063
LPD X PTN 0,700
Droga 0,756
Tempo <0,001*
0 X 30 0,007"
0’ X 60’ <0,001"
0 X120 <0,001"
0’ X 180° <0,001"
30’ X 60° <0,001"
30’ X 120° 0,001"
30’ X 180’ 0,016"
60’ X 120° 0,128
60’ X 180° 1,000
120’ X 180° 1,000
Dieta X Droga 0,158
Dieta X Tempo 0,007*
Droga X Tempo 0,666
Droga X Dieta X Tempo 0,314

*Diferenca significativa ao nivel de 5%.
*Dietas que diferem ao nivel de significancia de 5%.
"Tempos que diferem ao nivel de significancia de 5%.



Apéndice 72

APENDICE7 —Analise descritiva da area sob a curva de PEPTIDEO C por Dieta e
Droga e resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas

AUC PEPTIDEO Placebo Sita

C

por dieta e CHO LPD PTN CHO LPD PTN
droga

Média + Desvio| 499,55+ 292,6 = 261,8 = 545,1 + 239,3 = 2946 +
padrdo 386,8 193,2 134,1 270,6 137,3 182,6
Total 16 16 16 16 16 16
Comparacoes p-valor

Dieta 0,002

Droga 0,806

Dieta x Droga 0,509
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APENDICE 8 — Andlise descritiva de PEPTIDEO C por Droga, Dieta e Tempo e
resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas

PEPTIDEO C por Placebo Sita
droga,
dieta e tempo CHO LPD PTN CHO LPD PTN
0
Média + Desvio padro 3,83+ 3,94 + 3,49+ 3,57+ 3,72 3,67+
1,84 2,48 1,48 1,58 1,63 1,71
Total 16 16 16 16 16 16
30
4 . . 4,73 = 3,85+ 4,89 +
Média + Desvio padrao 1,72 4,65+ 3,5 1,67 1.64 42+174 411+18
Total 16 16 16 16 16 16
60'
Média + Desvio padr&o 5,94 + 5,39 + 4,84 6,08 £ 4,82 537 %
1,82 3,38 1,75 1,88 1,72 2,24
Total 16 16 16 16 16 16
120
- . . 7,91+ 6,28 + 5,65 7,63 577+
Média = Desvio padréao 325 3.44 161 225 205 582+19
Total 16 16 16 16 15 16
180
Média + Desvio padr&o 8,27 6,16 + 5,54 + 8,54 5,89 + 5,64 +
2,72 3,24 1,86 3,14 1,96 1,68
Total 16 16 16 16 15 16
ANOVA paramedidasrepetidas p-valor
PEPTIDEO C
Dieta <0,001*
CHO X LPD 0,259
CHO X PTN 0,015
LPD X PTN 0,335
Droga 0,836
Tempo <0,001*
0’ X 30’ 0,008"
0’ X 60’ <0,001"
0 X120’ <0,001"
0’ X 180’ <0,001"
30’ X 60’ <0,001"
30' X 120’ <0,001"
30’ X 180’ <0,001"
60’ X 120’ <0,001"
60’ X 180’ <0,001"
120’ X 180’ 1,000
Dieta X Droga 0,557
Dieta X Tempo 0,003*
Droga X Tempo 0,307
Droga X Dieta X Tempo 0,271

*Diferenca significativa ao nivel de 5%. "Dietas que diferem ao nivel de significancia de 5%.
"Tempos que diferem ao nivel de significancia de 5%.
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APENDICE 9 —Analise descritiva da area sob a curva de GLP-1 por Dieta e Droga
e resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas

AUC GLP-1 por Placebo Sita

dieta e droga CHO LPD PTN CHO LPD PTN
Média + Desvio| -2224,5+ 1490,2 + -289,3 + -2671,9 762,2 + 877,8 +
padréo 4237,5 3565,8 31145 4820,2 4205,9 4263,7
Total 16 16 16 16 16 16
Comparagdes p-valor

Dieta 0,004

Droga 0,996

Dieta x Droga 0,677

APENDICE 10 —Andlise descritiva de GLP-1 por Droga, Dieta e Tempo e
resultado da Analise de Variancia para medidas Repetidas

GLP1 por droga, Placebo Sita
dieta e tempo CHO LPD PTN CHO LPD PTN
0
Média + Desvio 219,06+ 231,15+ 221,89+ 218,66 + 229,93 + 227,87 +
padréo 54,56 54,56 50,66 53,52 43,38 45,08
Total 16 16 16 16 16 16
30
Média * Desvio 212,99+ 235,55 + 215,77 £ 224,08 + 233,56 + 223 +
padréo 50,94 48,5 50,49 53,34 43,51 38,47
Total 16 16 16 16 16 16
60’
Média + Desvio 216,1+ 240,55 + 219,31 + 212,44 + 234,83 + 230,61 +
padrédo 68,11 52,54 47,21 44,97 42,57 38,37
Total 16 16 16 16 16 16
120
Média + Desvio 198,57+ 242,55 + 219,68 + 1915+ 235,78 + 238,03 +
padrdo 64,66 47,12 55,02 48,29 48,7 51,71
Total 16 16 16 16 16 16
180
Média * Desvio 196,41+ 239,53 + 226,66 + 187,85+ 232,63 £ 237,54 +
padréo 64,44 42,65 56,98 43,78 47,13 52,53
Total 16 16 16 16 16 16
ANOVA val
paramedidasrepetidas p-vaior
GLP1
Dieta 0,013*
CHO X LPD 0,012"
CHO X PTN 0,81
LPD X PTN 0,083
Droga 0,785
Tempo 0,204
Dieta X Droga 0,065
Dieta X Tempo 0,003*
Droga X Tempo 0,506
Droga X Dieta X Tempo 0,699

*Diferenca significativa ao nivel de 5%. "Dietas que diferem ao nivel de significancia de 5%.
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APENDICE 11 — Andlise descritiva da area sob a curva de NEFA por Dieta e
Droga e resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas

AUC NEFA por dieta e Placebo Sita

droga CHO LPD PTN CHO LPD PTN

Média + Desvio padrio -354+ -298+ -20,7+ -336+ -204% -17,7%
32,5 30,7 26,3 31,1 22,1 24

Total 16 16 16 16 16 16

Comparacoes p-valor

Dieta 0,043

Droga 0,409

Dieta x Droga 0,641
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APENDICE 12 — Andlise descritva de NEFA por Droga, Dieta e Tempo e
resultado da Andlise de Variancia para medidas Repetidas

NEFA por droga, Placebo Sita
dieta e tempo CHO LPD PTN CHO LPD PTN
0
pMa?ddrIéao *  Desvio 06(?1191 07%0,21 O(ff?i 0,6+0,18 06?;311 0,5+0,14
Total 16 16 16 16 16 16
30
Média + Desvio 0,57+ 0,61+ 0,55+ 0,55+ 0,56 + 0,47
padréo 0,15 0,15 0,13 0,14 0,18 0,13
Total 16 16 16 16 16 16
60'
Média + Desvio 0,47 £ 0,58 £ 0,48 £ 0,42 £
padrao 0,12 013  05*016  5q, 052016 544
Total 16 16 16 16 16 16
120
Média + Desvio 0,32 £ 0.46 + 0.1 0,35+ 0,33+ 0,41 0,35+
padréo 0,14 T o 0,13 0,13 0,16 0,12
Total 16 16 16 16 16 16
180’
Média + Desvio 0,47 0,37 0,26 = 0,34
padrio 02601 059 013 012 04015 545
Total 16 16 16 16 16 16
ANOVA paramedidasrepetidas p-valor
NEFA
Dieta 0,003*
CHO X LPD 0,005"
CHO X PTN 1,000
LPD X PTN 0,002
Droga 0,135
Tempo <0,001*
0’ X 30 0,072
0’ X 60’ 0,017*
0 X120 0,001"
0 X 180’ <0,001"
30' X 60’ 0,024"
30' X 120’ <0,001"
30' X 180’ <0,001"
60’ X 120’ <0,001"
60’ X 180’ <0,001"
120’ X 180’ 0,756
Dieta X Droga 0,401
Dieta X Tempo 0,040*
Droga X Tempo 0,639
Droga X Dieta X Tempo 0,192

*Diferenca significativa ao nivel de 5%. "Dietas que diferem ao nivel de significAncia de 5%.
*Tempos quediferemaonivel de significancia de 5%.



