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RESUMO

Novo sensibilizador da insulina: avaliacdo cardiovascular em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR). 2014. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brasil.

A sindrome metabdlica consiste na associacdo entre sobrepeso, elevacdo da pressao
arterial, dislipidemia aterogénica e uma alteragdo no metabolismo da glicose e insulina,
e tem como base a resisténcia a acdo da insulina. A sua prevaléncia tem sido atribuido
ao consumo de dietas ricas em gordura. Em nosso trabalho nos propomos a avaliar o
papel de um novo derivado tiazolidinico LPSF/GQ-130 sobre parametros
cardiovasculares e metabolicos de ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
alimentados com dieta hiperlipidica (DH, 57,8% de gordura) durante 14 semanas a
partir de dois meses de idade. A pioglitazona (P10O) foi utilizada como padréo positivo.
A introducdo do tratamento com o LPSF/GQ-130 na 13° semana levou a uma melhora
no quadro de intolerancia a glicose e a insulina induzidos pela DH, e reduziu os niveis
plasmaticos de PCR. A DH nao alterou os niveis pressoricos, porém durante o estudo da
reatividade vascular, tanto os anéis aorticos dos animais do grupo DH, quanto os do
grupo controle apresentaram claro comprometimento no relaxamento vascular mediado
por acetilcolina, contudo o LPSF/GQ-130 desencadeou uma melhora na resposta
vasorrelaxante a Ach, ademais através das andlises histoldgicas, observamos uma
diminuicéo significativa (p < 0,01) da medida da espessura das camadas intima e média
da artéria aorta apds o tratamento com as TZD. Esta melhora pode ser associada a
diminuicdo da Rl e da PCR implicando uma atenuacdo da inflamacdo vascular. Estes
dados sdo indicadores de que o novo derivado tiazolidinico, GQ-130, é um candidato
promissor para o tratamento de distarbios relacionados a RI, melhorando a resposta
vascular.

Palavras-chave: Resisténcia a insulina, alteracdes vasculares, tiazolidinadionas.



ABSTRACT

New insulin sensitizer: cardiovascular assessment in spontaneously hypertensive rats
(SHR). 2014. Thesis (Ph.D.).Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brazil.

Association between obesity, hypertension, dysregulation of plasma glucose and
cholesterol levels and all of these conditions united by a common link, insulin resistance
have been observed over the years. And the co-existence of these factors appears as a
framework known as metabolic syndrome. The thiazolidinediones (TZDs) are potent
insulin-sensitizing drugs that improved glycemic control and exert beneficial effects on
the cardiovascular risk factors. However, recent literature has been increased risk of
myocardial infarction and death in cardiovascular disease during long-term TZD
treatment. In this work, we propose to evaluate the role of a novel TZD derivative
LPSF/GQ-130 on cardiovascular and metabolic parameters in spontaneously
hypertensive rats (SHR) fed a high fat diet (HFD, 57.8% fat) for 14 weeks from two
months old. Pioglitazone (PIO) was used as the standard drug. The introduction of
treatment with LPSF/GQ-130 at the 13th week led to an improvement in the context of
HFD-induced glucose intolerance, insulinresistance, and plasma CRP levels. The HFD
did not alter blood pressure levels, but during the study of vascular reactivity, both
aortic rings from animals of the HFD and C groups showed clear impairment of
vascular relaxation mediated by acetylcholine. However, treatment with LPSF/GQ-130
improvement in the vasorelaxant response to ACh, and through histological analyzes,
we observed a significant decrease (p<0.01) of aortic intima-media thickness after
treatment with TZDs. This improvement may be associated with decreased insulin
resistance and CRP, which could result in an attenuation of vascular inflammation.
These data are indicative of the new thiazolidine derivative, QA-130, is a promising

candidate for the treatment of disorders related to Rl by improving vascular reactivity.

Keywords: insulin resistance, vascular changes, thiazolidinediones
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1 INTRODUCAO

A obesidade, antes considerada sinal de fartura, salde e padréo de beleza, deixou
de ser vista como uma condicdo desejavel, diante das evidéncias de morbimortalidade
elevada em individuos obesos.

A urbanizagéo e a industrializacdo, acompanhadas de maior disponibilidade de
alimentos e menor atividade fisica, contribuiram para a crescente prevaléncia da
obesidade nas populacdes. Além de ser fator de risco cardiovascular independente,
associa-se a uma série de outros, como a dislipidemia, a hipertensdo arterial (HA), o
diabetes mellitus (DM) e a resisténcia a insulina (RI).

Dietas hiperlipidicas tém sido amplamente utilizadas para a reprodugédo de
modelos experimentais de obesidade e sindrome metabolica (FEREZOU-VIALA et al.,
2007; SO et al., 2011; CAN et al., 2012; ZHANG et al.,, 2013). Alteracbes do
metabolismo de gorduras e carboidratos estdo associadas com disturbios nutricionais,
como obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina, e as disfungdes cardiovasculares,
como hipertensdo arterial sisttmica e remodelamento cardiaco, com hipertrofia
(BUETTNER, R., et al 2007). Muitas vezes ha uma prevaléncia de casos de diabetes

tipo 2 associado a um quadro de obesidade e um estilo de vida sedentario.

A associacdo de uma dieta balanceada e realizacdo de atividade fisica
relacionam-se diretamente com a melhora na sensibilidade a insulina, diminuicdo dos
niveis plasmaticos de glicose e, de forma expressiva, a gordura visceral (SAO PAULO,
2011). Essa pratica altera de forma positiva o perfil metab6lico com reducédo nos niveis
de colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), triglicerideos e aumento de
HDL-c (SBD, 2009). Porém, em alguns casos a intervencdo farmacologica torna-se
necessaria, nestes casos faz-se o uso de hipoglicemiantes orais, que em sua maioria tem
como efeito principal a reducdo da glicotoxicidade e podem promover um controle

glicémico a longo prazo por diferentes mecanismos de acéo.
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Agonistas de PPAR-y, tais como as tiazolidinadionas (TZDs), podem reduzir o
nivel de triglicerideos e &cidos graxos ndo esterificados reduzindo o risco vascular, o
que justifica o uso desta classe terapéutica no diabetes melitus tipo 2 (DM2).

O efeito antidiabético das TZDs estd bem estabelecido. Embora, os tecidos alvos
e 0 mecanismo da atividade farmacoldgica dessas drogas ndo sejam completamente
compreendidos. As TZDs possuem alta afinidade pelos receptores PPARy
(SPIEGELMAN, 1998), exercendo sua acdo principal sobre a glicemia e
secundariamente sobre o perfil lipidico.

Na atualidade a TZD mais utilizada clinicamente € a pioglitazona, que parece ter
beneficios importantes no controle da glicemia em portadores do DM2, reducdo da
pressao arterial e reducdo do quadro inflamatério. Paradoxalmente, varios autores tém
questionado a seguranca cardiovascular e renal do uso da rosiglitazona. Alguns autores
tem relacionado o uso de rosiglitazona no DM 2 ao infarto do miocardio (NISSEN et
al., 2007) e ao declinio da funcéo renal (FELDMAN et al., 2010), o que justifica uma
investigacdo mais acurada dos possiveis efeitos colaterais dessas drogas, bem como a
busca de alternativas para o tratamento do diabetes.

No presente estudo nos testamos uma nova molécula candidata a farmaco
hipoglicemiante da classe das TZDs, denominada LPSF/GQ-130 em um modelo de
insulino-resisténcia e hiperinsulinemia, induzida por uma dieta hiperlipidica, em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR, um modelo que se aproxima da hipertensao

essencial no homem), e se o tratamento com a tiazolidina reverte este efeito.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome metabdlica

A associacdo entre obesidade e hipertensdo arterial, alteracbes nos niveis
plasmaticos de glicose e colesterol, e todas essas condi¢des unidas por um elo comum, a
resisténcia insulinica, vem sendo observada desde a década de 80 (REAVEN, 1988).

O termo Sindrome Metab6lica descreve um conjunto de fatores de riscos
metabdlicos que se manifestam num individuo e aumentam as chances de desenvolver
doencas cardiacas, acidentes vasculares e diabetes, essa sindrome tem como base a
resisténcia a acdo da insulina, também conhecida como sindrome de resisténcia a
insulina (R1O DE JANEIRO, 2010). Nas ultimas décadas em todo o mundo tem havido
um aumento na incidéncia da sindrome metabdlica devido a uma maior prevaléncia de
sobrepeso/obesidade na populacéo geral (FORD et al., 2002).

A sindrome metabdlica consiste na associacdo entre o sobrepeso, elevacdo da
pressdo arterial, dislipidemia aterogénica e uma alteracdo no metabolismo da glicose e
insulina (SBEM®, 2006).

Segundo os dados da Sociedade Brasileira de Endocrinologia Médica em 2010
ndo existe um Unico critério aceito universalmente para definir a sindrome. Os dois mais
aceitos sdo os da Organizacdo Mundial de Satude (OMS) e os do National Cholesterol
Education Program (NCEP) - americano. Porém, o Brasil também dispde do seu
Consenso Brasileiro sobre Sindrome Metabdlica, e de acordo com este, a Sindrome
ocorre quando estdo presentes ao menos trés dos cinco critérios abaixo:

v" Obesidade central: circunferéncia da cintura- mulher > 88 cm;
homem >102 cm;
Hipertensdo Arterial: valores de pressdo arterial > 130/85 mmHg

Glicemia alterada (glicemia > 110 mg/dL) ou diagndstico de diabetes;

ANEENERN

Triglicerideos > 150 mg/dL;
v" HDL colesterol: homens < 40 mg/dL e em mulheres < 50 mg/dL
Mudancas no estilo de vida, como a ingestdo de uma dieta balanceada associada
a pratica de atividade fisica regular, sdo consideradas terapias de primeira escolha para o
tratamento da sindrome metabdlica. Estas sdo medidas que favorecem a reducdo da

circunferéncia abdominal e da gordura visceral, auxiliam na melhora a sensibilidade a



23

insulina, diminui as concentragdes plasmaticas de glicose e triglicerideos, aumentam 0s
valores de HDL-c, reduzindo assim os fatores de risco para o desenvolvimento de
diabetes mellitus do tipo 2 e doengas cardiovasculares (SBH, 2005).

A obesidade associada com a elevacdo de glicose e &cidos graxos livres
desencadeia a formacdo de radicais livres e por consequéncia 0 aumento do estresse
oxidativo celular, tais fatores constituem possivelmente os principais causadores da
resisténcia a insulina, o diabetes mellitus e as doencas cardiovasculares (CERIELLO e
MOTZ, 2004). A estreita relacdo entre estas e outras co-morbidades estdo representadas
na Figura 1.
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Figura 1- O sobrepeso e o sedentarismo levam ao aumento de glicose e &cidos graxos livres (AGL) nas
celulas, que quando metabolizados e transformados em energia sdo acompanhados de um aumento na
formacdo de radicais livres e consequentemente estresse oxidativo celular. As células musculares e 0s
adipdcitos podem se proteger desta condicdo, produzindo resisténcia a agdo da insulina com o objetivo de
reduzir a entrada de glicose AGL nas células. As células B e o endotélio sdo tecidos ndo dependentes de
insulina, sendo assim a sobrecarga de glicose e AGL nestas células estresse oxidativo que induz a
disfuncdo endotelial e das células B. A disfuncdo endotelial pode levar ao desenvolvimento de doengas
cardiovasculares. A disfun¢ao das células B pode ser caracterizada por uma alteracdo da secrecdo de
insulina. Esta condicdo de agrava na presenca de resisténcia insulinica, visto que existe um maior
requerimento secretdrio de insulina para a manutencéo das concentracdes plasmaticas normais de glicose.
A disfuncéo precoce das células B, caracterizada por uma diminuigdo da secregdo de insulina, e a
hiperglicemia p6s prandial induz ao estresse oxidativo. A persisténcia desta condi¢do provoca exaustéo
das células B e consequentemente, o Diabetes Mellitus (DM). Todos os fatores que acompanham a
resisténcia a insulina também contribuem para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares.
(Adaptado de Ceriello e Motz, 2004).
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2.2 Hipertensao Arterial
2.2.1 Aspectos epidemioldgicos da Hipertensdo Arterial

Ao longo dos dois ultimos séculos, as revolugdes tecnoldgicas e industriais, com
consequéncias econdmicas e sociais, resultaram em uma mudanga dréstica do perfil de
morbimortalidade da populacdo com grande predominio das doencas e mortes devidas
as doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT), dentre elas o cancer e as doencas
cardiovasculares. A carga econdmica das DCNT produz elevados custos para 0s
sistemas de salde e da previdéncia social devido a mortalidade e invalidez precoces, e,
sobretudo para a sociedade, familias e as pessoas portadoras dessas doencas (BRASIL?,
2010).

A doenca cardiovascular representa hoje no Brasil a maior causa de mortes; o
numero estimado de portadores de diabetes e de hipertensdo é de 23.000.000 e cerca de
1.700.000 pessoas tém doenca renal crénica (DRC), sendo o diabetes e a hipertensao
arterial responsaveis por 62,1% do diagnostico primario dos submetidos a dialise
(BRASILY, 2010). Quase um quarto dos brasileiros adultos desenvolvem a hipertenséo
arterial, sendo mais comum entre as mulheres (26,9%) do que entre 0s homens (21,3%)
e também varia de acordo com a faixa etaria e a escolaridade. Entre os brasileiros com
mais de 65 anos de idade, 59,2% se declaram hipertensos, contra apenas 3,8% na faixa
de 18 a 24 anos e 8,8% de 25 a 34 anos (BRASILS, 2013).

De acordo com a OMS, um pequeno conjunto de fatores de risco responde pela
grande maioria das mortes por Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) e por
fracdo substancial da carga de doencas devido a essas enfermidades. Dentre esses
fatores, destacam-se o tabagismo, o consumo excessivo de bebidas alcodlicas, dietas
inadequadas e a inatividade fisica (WHO, 2011a).

A Hipertensdo Arterial (HAS) é definida como pressao arterial sistolica maior ou
igual a 140 mmHg e uma pressdo arterial diastolica maior ou igual a 90 mmHg, em
individuos que ndo estdo fazendo uso de medicacdo anti-hipertensiva (BRASILY, 2010).

A maioria dos casos de hipertensdo arterial ndo apresenta uma causa aparente
facilmente identificavel, sendo conhecida como hipertensdo essencial. J& a hipertensdo
secundaria, que é responsavel por uma pequena proporcdo dos casos de HAS € devida a
causas muito bem estabelecidas (glomerulopatia, hipertireoidismo, hipotireoidismo, uso

de drogas imunossupressoras, hipoglicemia, hipertensdo gestacional), que precisam ser
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devidamente diagnosticadas, uma vez que, com a remoc¢do do agente etiolégico, é
possivel controlar ou curé-la (BRASILY, 2010).

2.2.2 O papel do Endotélio na Fisiopatologia da Hipertensao Arterial

A regulacdo do fluxo sanguineo local e a pressdo nos capilares é mediada pela
resisténcia vascular (BUND, 2001). O endotélio vascular, camada monocelular que
reveste a superficie luminal de todos os vasos sanguineos, prové uma interface ndo-
trombogénica entre o vaso e 0s componentes sanguineos, mantém a fluidez do sangue e
modula a vasomotricidade, ajustando o calibre dos vasos as constantes alteracfes
hemodindmicas e humorais locais e a propria estrutura vascular (GALLEY e
WEBSTER, 2004; BATLOUNI, 2001).

O endotelio, local ativo de sintese, pode ser considerado um verdadeiro sistema
autocrino, paracrino e endécrino do organismo humano, que responde a varios
estimulos, produzindo e secretando um grande nimero de compostos metabolicamente
ativos, além de modular ou inibir os efeitos de substancias circulantes (VANE et al.,
1990; DAVEL et al., 2011). Sua integridade é essencial a regulacéo do tono vascular, do
fluxo sanguineo, da perfusao tissular e a protecdo contra espasmo, trombose e a propria
aterogénese.

As células endoteliais exercem um dinamismo funcional, apresentando um
importante papel tanto na sintese quanto no metabolismo de substancias (GALLEY e
WEBSTER, 2004; DAVEL et al., 2011) (Figura 2).
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Figura 2- As células endoteliais apresentam tanto funcdes metabolicas quanto sintéticas. Isso se da por
meio da secrecdo de uma grande variedade de mediadores que sdo capazes de influenciar na funcéo
celular através do organismo. LDL, lipoproteinas de baixa densidade; IL, interleucinas (Adaptado de
Galley e Webster, 2004).

A importéncia do endotélio na regulacdo da funcéo vascular foi demonstrada por
Furchgott e Zawadzki em 1980. Neste trabalho foi observada a dependéncia do
endotélio no relaxamento induzido pela acetilcolina em aorta isolada de coelho. Estes e
outros investigadores também demonstraram que a acetilcolina ativa os receptores
muscarinicos nas células endoteliais e que esta ativacdo libera localmente, de forma
controlada, compostos que induzem vasodilatacdo — fator de relaxamento derivado do
endotélio (EDRF), 6xido nitrico (NO), fator de hiperpolarizacdo derivado do endotélio
(EDHF), prostaciclina e PGE,; compostos que induzem vasoconstricdo — endotelina-1
(ET1), PGH,, tromboxano A2 (TXA,) e anions superoxido (O%); e modula, metaboliza
ou inativa a acdo de substancias vasoativas circulantes (catecolaminas e serotoninas)
(VANE et al., 1990; DZAU, 1989; GRYGLEWSKI et al., 1988; FURCHGOTT e
VANHOUTTE, 1989).

Em condic@es fisioldgicas, observa-se o equilibrio entre a liberacdo de fatores
vasoconstrictores e vasodilatadores, porém com predominio deste Gltimo (GALLEY e

WEBSTER, 2004). A hipertensdo pode ser causada pelo desequilibrio entre a producéo
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aumentada de fatores vasoconstritores (0s nervos simpéticos e as catecolaminas, a
angiotensina, a endotelina etc) e/ou pela producédo deficiente de fatores vasodilatadores
(6xido nitrico, bradicinina, etc.), com o consequente aumento do grau de contracdo na
musculatura das arteriolas (KRIEGER et al., 1996).

VASODILATADOR VASOCONSTRICTOR
A
MO .
Endotelina

PGI, _ .
Bradicinina Aﬂngter]:sr[;na
EDHE Prostanoides

EDRF (s) EDCF (s)

Endotélio
Saudavel

Endotelio
Lesado

Figura 3- Endotélio saudavel versus endotélio lesado. (A) O equilibrio entre a liberagdo de fatores de
relaxamento derivado do endotélio (EDRFs) e fatores de contragdo derivados do endotélio (EDCFs)
mantém o ténus vascular normal. (B) em condicfes patoldgicas, como a hipertensdo e o diabetes, o
aumento na liberagdo de EDCFs, bem como um decréscimo dos EDRFs, ira favorecer contraco vascular
e possivelmente alteracOes fisiopatologicas como a hipertensdo arterial. (Adaptado de TRIGGLE et al.,
2012).

Estudos experimentais como o de Rapoport e Williams em 1996 mostram que
em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) a geracdo de EDCFs se da pelo aumento
da expressao de derivados do acido araquiddnico, mais especificamente a COX-1.

O aumento da expressao de prostaciclina sintetase, um dos compostos da via
metabolica da cascata do acido araquidonico, resulta na elevacdo da producdo de
prostandides vasoconstrictores (PGl,) pela via de ativacdo de receptores de tromboxano
TXA; /PGH; nas contracBes endotélio-dependentes induzidas pela acetilcolina, o que

resulta em vasoconstriccdo (GLUAIS et al., 2005).
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E importante salientar que prostandides derivados da isoforma 2 da
cicloxigenase (COX-2) contribuem para a elevacao da resisténcia periférica em vasos de
ratos diabéticos ( BAGI et al., 2005; RAMOS-ALVES et al., 2012* ; RAMOS-ALVES
etal., 2012°).

Em suma, alteracBes na sintese de substancias vasoativas derivadas tanto de
COX-1 quanto de COX-2 podem contribuir para disfuncdo endotelial e vascular no
diabetes e na hipertensao.

2.3 Obesidade

2.3.1 Epidemiologia da Obesidade e os Fatores de Risco Associados

A obesidade, definida como um estado em que o percentual de gordura corporal
no individuo se encontra elevado, é encarada como disturbio clinico-metabdlico de
origem multifatorial (WHO, 2010).

Fatores genéticos, emocionais e de estilos de vida estdo intimamente
relacionados a génese e/ou manutencdo da obesidade. Segundo relatorios da
organizacdo Mundial de Salde, a obesidade € uma epidemia global (WHO, 2010).
Atualmente, no mundo, o nimero de pessoas obesas estd acima do dobro descrito em
2008 e quase 43 milhdes de criangas menores de cinco anos estavam acima do peso em
2010 (WHO, 2011).

Dados do Ministério da Saude em 2013 revelam que, pela primeira vez, o
percentual de pessoas com excesso de peso supera mais da metade da populacéo
brasileira. A pesquisa Vigitel 2012 (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas Croénicas por Inquérito Telefénico) mostra que 51% da populacéo (acima de 18
anos) estdo acima do peso ideal. Em 2006, o indice era de 43%. Entre os homens, o
excesso de peso atinge 54% e entre as mulheres, 48%.

A obesidade tem alcancado proporcGes epidémicas no mundo, pelo menos 2,6
milhdes de pessoas morrem a cada ano como resultado do excesso de peso. Antes
associada a paises de alta renda, a obesidade é agora também prevalente nos paises de
baixa e média renda (WHO, 2010) tornando-se uma das principais ameagcas a saude em

todo o mundo.


http://lattes.cnpq.br/1618617858994872
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As Doengas Cronicas N&o Transmissiveis — DCNT, incluindo diabetes,
hipertensdo e obesidade, representam um dos principais desafios de salde para o
desenvolvimento global nas proximas décadas. Estas ameacam a qualidade de vida de
milhdes de pessoas representam o maior custo para os sistemas de salde de todo o
mundo com grande impacto econdmico para os portadores, suas familias e a sociedade
em geral dos paises, especialmente os de baixa e média renda (BRASIL, 2011%).

Fatores de risco comuns e potencialmente modificaveis como auséncia de uma
dieta saudavel, sedentarismo e uso de cigarro explicam a maior parte das mortes pelas
DCNTs, que sdo expressas através de fatores de risco intermediarios como hipertensao
arterial, hiperglicemia, deterioracéo do perfil lipidico e obesidade (BRASIL, 2011°%).

A obesidade é geralmente definida em termos de indice de Massa Corporal
(IMC), cujo célculo e feito com base no peso e na altura e vale para quem tem de 20 a
60 anos, (ver Tabela 1). O indice de Massa Corporal (IMC) é uma forma para conhecer
0 estado nutricional do individuo. Para calcula-lo, basta dividir o peso em quilogramas
pelo quadrado altura em metros (IMC = peso / altura x altura). O IMC é apenas um
indicativo para descobrir se estd no peso ideal. Outros fatores como sexo, idade,

condicionamento fisico devem ser levados em consideragdo (BRASIL, 2013").
Tabela 1- indice de Massa Corporal (IMC).

IMC (kg/m?) Estado Nutricional
Abaixo de 18,5 Baixo peso
18,5 a 24,99 Peso adequado
25 a 29,99 Sobrepeso*
Acima de 30 Obesidade*

* Considera-se excesso de peso para IMC a partir de 25, o que
inclui sobrepeso e obesidade (BRASIL, 2013").

A obesidade, juntamente com o excesso de peso, € atualmente o fator de risco
cardiovascular mais prevalente em individuos com doenca coronariana estabelecida
(BRASIL, 2013). Individuos obesos tém menor qualidade e expectativa de vida quando
comparados aos de peso normal. Estudos epidemiol6gicos mostram que a obesidade é o
principal fator de risco para doencas cardiovasculares, incluindo doencas coronarianas,
insuficiéncia cardiaca, fibrilacdo atrial, arritmias ventriculares e morte subita (LOPEZ-
JIMENEZ, 2011). E também considerado um fator causal na hipertenséo arterial (HA),
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), osteoartrite obstrutiva, apneia do sono, dislipidemia,
refluxo gastroesofagico, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica e muitas formas de
cancer (TIROSH, 2011).
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2.3.2 O Papel das Adipocinas na Patogénese da Obesidade

Os mecanismos fisiopatoldgicos que levam a obesidade ainda sdo pouco
conhecidos, dentre alguns fatores causais temos os habitos alimentares incorretos,
inatividade fisica, obesidade secundaria alteragdes neuroenddcrinas, obesidade genética-
associada a mutagdes génicas e alteragdes cromossdmicas. Esse disturbio fisiolégico
associa-se a um grau de inflamagéo no tecido adiposo, sendo este quadro resultado da
ativacdo cronica do sistema imune inato podendo posteriormente levar a resisténcia a
insulina (RI), tolerancia a glicose diminuida ou mesmo o diabetes (SILVEIRA, 2009).

O tecido adiposo é um 6rgao altamente ativo que, além de apresentar funcdes de
armazenamento energético, regulacdo da termogénese e protecdo contra choques
mecanicos, exerce uma funcdo enddcrina importante, pois secreta uma série de
horménios proteicos que sdo sintetizados e liberados pelos adipdcitos, conhecidos
como adipocinas. Entre as mais conhecidas temos: a leptina, adiponectina e resistina
(ATHYRO et al., 2010). Estas apresentam diferentes fungdes, tais como: regulacdo do
apetite e balanco energético, imunidade, sensibilidade a insulina, angiogénese,
inflamacéo e resposta de fase aguda, regulacdo da pressdo sanguinea e do metabolismo
de lipideos (MAFRA et al., 2006).

Muitas adipocinas como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), a interleucina-
6 (IL-6), o inibidor de plasminogénio ativado-1 (PAI-1), a proteina —C reativa (PCR), a
proteina estimulante de acilacdo (ASP), fatores envolvidos no sistema renina
angiotensina e a resistina, na maioria das vezes, relacionam-se direta ou indiretamente, a
processos que contribuem na aterosclerose, hipertensdo arterial (HA), resisténcia
insulinica (RI) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemias, o que representa o elo
entre adiposidade, sindrome metabolica e doencas cardiovasculares (BONORA et al.,
1997., HSUEH e LAW, 2003; LYON et al., 2003).

Na obesidade, os depdsitos de gordura corporal estdo aumentados, apresentando
elevada expressdo das adipocinas, esse aumento de expressdo se da de forma
proporcional ao maior volume das células adiposas (ARNER, 1995).

Uma dessas adipocinas ¢ uma proteina rica em cisteina chamada “resistina”.
Inicialmente, em experimentos feitos em roedores, se pensava que essa proteina era
produzida especificamente em adipdcitos (HERMSDORFF e MONTEIRO, 2004),

posteriormente foi demonstrado que em humanos ela é expressa em muitos outros



32

tecidos, incluindo pré-adipocitos, células endoteliais e células do musculo liso vascular,
e € particularmente muito expressa em macréfagos (BARNES e MINER, 2009). A
hiperhomocisteina pode ser um fator de risco aumentado para a DCV. A patogenia da
hiperhomocisteinemia (HHe) inclui lesdo da célula endotelial, aumento da adesdo
plaquetaria, aumento da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) com
deposigéo na parede vascular e regulacdo vasomotora prejudicada (HUANG e SHOOK,
2006).

Dentre os diferentes fatores de risco associados a resisténcia a insulina e,
portanto, a hiperglicemia podemos citar a HAS, dislipidemias, presenca de um estado
pré-coagulante, producdo de mediadores inflamatorios e disfuncdo endotelial
(ESPOSITO et al., 2003; KAWANAMI et al., 2004; LORENZO et al., 2006). No
entanto, o papel da resistina na resisténcia a insulina e obesidade
em pacientes com DM2 ainda n&o esta bem esclarecido (STOFKOVA , 2010). Alguns
estudos tém relatado que ha um aumento dos niveis de resistina em associagdo com
obesidade e resisténcia a insulina no DM2 (DEGAWA-YAMAUCHI et al., 2003;
SILHA , 2003; STEPPAN, 2001), enquanto outros ndo conseguiram detectar qualquer
alteracdo nos niveis de resistina em tais condigdes (HASEGAWA et al., 2005;
HEILBRONN et al., 2004). Em 2010 Laudes e sua equipe mostraram que niveis
circulantes de resistina estdo envolvidos na promocdo de adiposidade, mas ndo teve
efeito sobre o grau de resisténcia a insulina. Estas observacdes sugerem que o papel da
resistina na patogénese do diabetes ainda é controverso.

Estudos feitos por Steppan e colaboradores em 2001 mostraram que em
camundongos, ocorre elevacdo da resistina na obesidade e a administracdo desta
adipocina diminui a tolerancia glicose. Sabe-se também que além de seus efeitos sobre 0
metabolismo da glicose, a resistina inibe a diferenciacdo dos adipdcitos e pode
desempenhar um papel crucial na adipogénese (KIM et al.,, 2001). Varios fatores
humorais tém sido implicados como reguladores da expressdao génica e secrecdo dessas
proteinas.

O aumento da expressdo desta adipocina pro-inflamatéria ocorre por estimulacéo
de citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6 e TNF-0, enquanto o IFN-y e a leptina
parecem ndo exercer influéncia. Por outro lado, a producéo de resistina é atenuada pelos
agonistas dos PPARs, tais como pioglitazonas e roziglitazonas. Este fato foi verificado

pela diminuigdo dos niveis séricos de resistina em pacientes tratados com estas drogas
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(JUGE-AUBRY, et al., 2005, TILG e MOSCHEN, 2006), contudo o tratamento com
tiazolidinadionas, em ratos, tem acdo controversa (aumento ou diminuigdo) sobre a
expressdo dos genes da resistina (STEPPAN et al., 2001; WAY et al., 2001)
necessitando assim de maiores investigagoes.

Um potencial regulador da secrecdo de resistina é a endotelina-1 (ET-1), um
peptideo que possui 21 aminoécidos com propriedades vasoconstritora, inotropicas
mitogénicas e metabolicas (RAJALA e SCHERER, 2003; LYON, 2003). Niveis
elevados de ET-1 foram associados com varios estados de doenca, incluindo infarto
agudo do miocardio, aterosclerose, insuficiéncia cardiaca congestiva, obesidade e
diabetes (ARNER, 2005; HERMSDORFF e MONTEIRO, 2004). Em todos os casos,
uma correlacdo significativa entre a elevacdo de ET-1 plasmética e a gravidade da
doenca tém sido observados.

Trabalhos como o de Xiong e colaboradores em 2001 mostraram outro fator
relevante no estabelecimento da obesidade, trata-se do papel fisiologico da ET-1, no
aumento da regulacéo da expressao de leptina em adipdécitos.

A leptina € um hormonio peptidico que possui efeitos pro-infamatorios, e exerce
importantes papéis atuando na producdo de citocinas, adesdo e na fagocitose em
macrofagos, além estimular a proliferacdo das células T, levando a um aumento da
resposta imunolégica (FONSECA-ALANIZ, 2006; ALVEZ, 2006).

Fantuzzi em 2005 mostrou que a leptina aumenta producdo de citocinas pro-
infamatdrias como TNF-a, IL-6 e IL-12, e estimula a ativacdo de neutrofilos e a
proliferacdo de monadcitos in vitro circulantes, e que o 6xido nitrico sintetase (NOS) e
espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidos por este hormdnio, também induzem a
ativacdo, proliferacdo e migracdo de monaocitos circulantes.

Dados da literatura mostram que a leptina, dentre outros papéis desempenhados
no organismo (angiogénese, osteogénese, controle da pressao sangiinea), contribui para
0 quadro de inflamacdo crbénica associada a obesidade e a sindrome metabdlica
(WISSE, 2004; ANTUNA, 2008). Na Tabela 2 estdo as principais adipocinas

envolvidas no processo inflamatdrio da obesidade e seus efeitos.
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Tabela 2- Principais adipocinas envolvidas no processo inflamatorio da obesidade e seus

efeitos.

Adipocinas

Comportamento na Obesidade

Efeitos

TNF-a

IL-6

PCR

Leptina

Resistina

Adiponectina

Aumentado

Aumentado

Aumentado

Aumentado

Aumentado

Diminuido

Producdo de citocinas
A Lipolise
A  Captacdo de glicose
\1, Resisténcia insulinica
Propriedade aterogénica

Obesidade
A Resisténcia insulinica
Lipdlise
A Proteinas hepaticas de fase
aguda

Diretamente proporcional ao
IMC

Obesidade e risco de DM2 e
DCV

Niveis  proporcionais a
Madiposidade
Producdo de citocinas
A Adesio e fagocitose de
macrofagos
Efeito regulador sobre a PA

A Resisténcia insulinica

Acao aintiinflamatdria
A Sensibilidade a insulina
Favorece a oxidacdo de
acidos graxos

Atenua a progressdao de
aterosclerose

Adaptado de LEITE, et al., 2009

A etiologia da obesidade é complexa, multifatorial, mas podem-se considerar

trés componentes primarios no sistema neuroendocrino envolvidos neste distarbio. O
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sistema aferente, que envolve a leptina e outros sinais de saciedade e de apetite de curto
prazo, a unidade de processamento do sistema nervoso central, e o sistema eferente, um
complexo de apetite saciedade efetores autondmicos, termogénicos que leva ao estoque
energético (SBD, 2005).

A ingestdo de alimentos e 0 gasto de energia estdo sob o controle do sistema
nervoso central. Afréncias neurais e sinais hormonais surgem predominantemente do
trato gastrointestinal, figado e tecido adiposo, e sinais eferentes e hormonais
influenciam na digestdo e metabolismo do alimento. Em individuos com peso normal, o
excesso de calorias € queimado pela oxidacdo mitocondrial, e a termogénese ocorre
como efeito protetor da obesidade (WILDING, 2010).

Em alguns casos a obesidade é causada pela deficiéncia ou mutacdo no gene da
leptina. No entanto, € comum a hiperleptinemia em obesos. Nestes casos ocorre
resisténcia a acdo desse horménio ocasionando hiperfagia, reducdo do gasto energeético
e aumento de peso (RESELAND, 2001).

A leptina é produzida principalmente no tecido adiposo branco,
proporcionalmente a quantidade de massa deste tecido, além da fungdo imunoldgica,
apresenta o importante papel de sinalizar ao cerebro sobre os estoques de energia
(WISSE, 2004), o que leva a sensacdo de saciedade apds uma refeicdo, reducdo da
ingestdo alimentar e aumento do gasto energético (KIM e MOUSTAID-MOUSSA
2000). No hipotalamo essa adipocina atua de duas maneiras (Figura 4). A primeira,
estimulando a expressao de neuropeptideos (anorexigenos) ligados aos mecanismos de
inibicdo da ingestao alimentar (pro-6pio-melanocortina— POMC e transcrito relacionado
a cocaina e anfetamina — CART) e aumento do gasto energético total, através de
inervacdo simpatica (FONSECA-ALANIZ et al., 2006), e a segunda, inibindo a
expressdo do neuropeptideo Y (NPY) e peptideo agouti (AgRP), envolvidos nos
mecanismos de aumento da ingestdo alimentar e na reducdo do gasto energético
(FONSECA-ALANIZ et al. 2006; GUIMARAES et al. 2007).



36

Inibe

Receptor Neuropeptideo —'r Ingestio

de

de leptina Y alimentos
,l, Termogénese

Leptina Estimula

(no hipotalamo) Llngestﬁo

E@tﬁ: POMC ) alimentos
ep

Figura 4- Esquema geral da regulacdo do balanco energético.

Em curto prazo, a fome se desenvolve em resposta a diminuicdo de
concentragdes circulantes de certos nutrientes (glicose, aminoacidos, &cidos graxos). O
horménio grelina, que é secretado pelo estdmago entre as refeiches, exerce um
importante papel na estimulacdo da ingestdo de alimentos. Apds uma refeicdo, a
liberacdo desse hormdnio € inibida, e 0 aumento das concentragdes de nutrientes, assim
como a concentracbes de varios hormdnios da saciedade (colecistocinina, GLP-1,
polipéptido pancreético, peptideo YY), atuam sobre o hipotalamo levando a sensacéo de
saciedade (HUDA et al., 2006).

Além de diferentes efeitos sensoriais a ingestdo macronutrientes como lipideos,
proteinas e carboidratos tém diferentes acbes nos mecanismos pré e pds-absortivos da
saciedade. Estudos mostram que pessoas tém menor fome, maior saciedade e
apresentam menor ingestdo calérica apds ingerir proteinas, quando comparada a
ingestdo de carboidrato e lipideos (CROVETTI et al., 2008; JOHNSTONE et al., 1996;
JOHNSTON 2002 ). As hipdteses que justificam as diferencas entre a ingestdo desses
macronutrientes na promocao da saciedade estdo relacionadas a hierarquia dos mesmos
na resposta oxidativa e termogénica.

O sistema nervoso simpatico (SNS) por meio dos adrenoreceptores-B1 estimula
a resposta termogénica via ativacdo das proteinas desacopladoras de elétrons (UCP),
que liberam a energia eletroquimica advinda da fosforilacdo oxidativa respiratoria na
forma de calor, sem geracdo ATP (SCHWARTZ et al., 1999; REYES et al., 2006). O
SNS pode ser estimulado por corticotropina (CRH) ou inibido pelo neuropeptideo Y
(NPY), sendo mediado, portanto, por peptideos ligados a homeostase energética. Sua

atividade também é aumentada em resposta a alimentacdo principalmente quando o

de

P Termogénese
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contetdo de energia da dieta é aumentado, por exemplo, pelo consumo de alimentos
palataveis.

Em conformidade com o que foi citado anteriormente, duas caracteristicas
podem ser destacadas com relagcdo ao consumo de uma dieta hiperlipidia e seu baixo
efeito inibitorio sobre saciedade, quando comparado com o consumo de carboidratos e
proteinas: (1) Os alimentos gordurosos sdo muito palataveis, o que pode causar um
feedback positivo na alimentacdo (maior apetite) e, consequentemente menor saciedade
; (2) Este tipo de dieta aumenta a densidade caldrica, o que leva a uma menor distensao
gastrica, menor estimulacdo de mecanoreceptores e, conseqliente reducdo no
mecanismo regulatério da saciedade. Em individuos obesos, a liplise e a oxidacdo de
lipidios via acdo do SNS é reduzida pela atenuagdo do numero e da sensibilidade dos
adrenoreceptores-p1 (SCHIFFELERS et al., 2001; BUIJS et al., 2003).

Podemos inferir destas informacdes que fatores como a composicdo da dieta
(contetdo calorico e macronutrientes ingeridos) podem influenciar na ingestéo calorica
pelo grau de palatabilidade e poder de saciedade proporcionado pelos alimentos, sendo

isso relevante no controle do peso corporal.

2.3.3 A Obesidade como fator causal no Diabetes Mellitus tipo 2.

O Diabetes melitus tipo 2 (DM2) se tornou um lider mundial em problema de
salde publica. Cerca de 200 milhGes pessoas, sdo portadoras da doenca, e esses
nameros devem chegar a 300 milhdes em 2025 (YUMUKRB et al., 2005). A razdo para
este aumento é especialmente devido ao aumento do sobrepeso e obesidade no mundo
(KING et al., 1998; WHO, 2010).

O DM 2 é uma doenca comum, porém preocupante, que estd associada a uma
morbidade e reduzida expectativa de vida de seus portadores. A adocdo do estilo de
vida ocidental resultou em populagdes que tem sua dieta baseada em consumo de
alimentos ricos em gordura saturada e agucar, somado a uma reducdo na pratica de
exercicios fisicos (YOSHINO et al., 1996). Isso desencadeou o aparecimento de uma
epidemia que foi denominado “diabesidade” (ASTRUP e FINER, 2000). Este termo foi
criado por Sims e sua equipe na década de 1970, para destacar a estreita relacdo entre

diabetes tipo 2 e obesidade.
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O sobrepeso e a obesidade sdo fatores de risco para 0 DM2 e as doencas
cardiovasculares. O DM2 estd fortemente relacionado a reducdo da expectativa e
qualidade de vida e aumento da mortalidade, decorrentes de complicacGes
microvasculares (retinopatia, insuficiéncia renal, neuropatia) e macrovasculares
(acidente vascular cerebral, infarto do miocérdio, doenca vascular periférica,
amputacdes de extremidades inferiores) (American Diabetes Association, 2004;
Internacional Diabetes Federation— IDF, 2011).

O envolvimento de um estado inflamatério, induzido pela obesidade, em
multiplos sistemas apresenta um grande desafio para os investigadores (LUMENG e
SALTIEL, 2011). E evidente que a inflamag&o é um link entre a obesidade e as doencas
supracitadas. Mediadores celulares da inflamacdo e da imunidade na obesidade
exercem varios efeitos sobre os sistemas fisiologicos causando um desequilibrio em
respostas imunes homeostaticas e pro-inflamatorias. A obesidade desencadeia vias
inflamatdrias no cérebro e tecido adiposo que desregulam respostas fisioldgicas que
mantém a sensibilidade a insulina e leptina. Ao longo do tempo, 0 acimulo ectopico de
lipidios no masculo, figado, e nos vasos sanguineos ativam leucocitos, contribuindo
para 0 estabelecimento de doencas Orgdo-especificas, e aumento da resisténcia a
insulina sistémica. InflamacGes nas ilhotas pancreaticas mediadas por citocinas

aceleram a progressao para o diabetes (Figura 5).
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Figura 5- Efeitos sistémicos da inflamacdo induzida pela obesidade. AGL: acidos graxos livres ; RI:
resisténcia a insulina. Adaptado de LUMENG e SALTIEL, 2011.

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um processo de varios estagios que comeca
com resisténcia a insulina (RI), caracterizada pela incapacidade do organismo usar sua
propria  insulina  eficientemente, e termina com 0 esgotamento  das
células produtoras de insulina do pancreas, levando a hiperglicemia (ATHYROS et al.,
2010).

Nos ultimos anos, embora a etiologia precisa de NIDDM (diabetes mellitus nédo
insulino-dependente) ndo tenha sido esclarecida, alguns estudos tém sugerem que a
obesidade € um dos fatores cruciais que levaram a esta sindrome (HSUEH et al., 2003;
RAJALA et al., 2003; ARNER, 1995). O acumulo de triglicerideos (TG) no musculo
esquelético pode causar resisténcia a insulina (KELLEY et al., 1999; KELLEY e
GOODPASTER, 2001) e a hipertrigliceridemia (HTG) causa um amento na
concentracdo de acidos graxos livres (AGL) conduzindo a resisténcia a insulina hepatica
(SEPPALA-LINDROOS et al., 2002; FERRAMOSCA et al., 2013).
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2.4 Diabetes mellitus

2.4.1 Classificagdo do Diabetes

O diabetes mellitus pode ser classificado, atualmente, em: i) Diabetes tipo 1

(DM 1); ii) - Diabetes tipo 2; iii) Outros tipos especificos; iv) Diabetes gestacional.

2.4.2 Diabetes Mellitus Tipo 1

O DM ¢é uma desordem metabolica de mdltipla etiologia caracterizada por
hiperglicemia crénica com disturbios do metabolismo de carboidratos, gorduras e
proteinas, como resultante de defeitos na secrecdo de insulina, na acdo da insulina ou de
ambos (ALBERTI et al.,, 1998). Também conhecida como diabetes “juvenil”, esta
desordem é caracterizada por uma deficiéncia na producdo endogena de insulina,
mediada por um processo auto-imune (tipo A), onde ocorre a destruicdo das células
produtoras de insulina (células B-pancreaticas), resultando em uma dependéncia de
insulina exdgena injetaveis ou por causa desconhecida (forma idiopatica ou tipo B).

Na forma auto-imune que € a mais comum, ocorre um processo de insulite e a
presenca de auto-anticorpos (anti-descarboxilase do &cido glutamico, anti-ilhotas e anti-
insulina), enquanto a forma idiopatica caracteriza-se pela auséncia de insulite e de auto-
anticorpos. Neste tipo de diabetes ha auséncia de insulina possibilitando um diagndstico
rapido quando comparado com a diabetes tipo 2 (GROSS et al., 2002). Portanto, no
desenvolvimento do (DM1) estdo envolvidos fatores genéticos, ambientais e infeccoes
virais. Esta doenca afeta, no geral, individuos mais jovens (SHIMADA et al., 2007),
sendo a adolescéncia um periodo de grandes mudancas fisiologicas e psicoldgicas. O
controle glicémico nesta fase da vida exige bastante esforco e raramente é alcancado.
Esta dificuldade se da por fatores como: mudancas hormonais da puberdade, problemas
psicossociais, problemas de comportamento, a ndo-adesdo ao regime de tratamento
entre outros (KAKLEAS et al., 2009).

Em comparacdo com a populacdo ndo diabética, em geral os pacientes DM1 tém
um risco aumentado de desenvolver doencas auto-imunes 6rgao-especificas, como
anemia perniciosa e atrofia gastrica, doencas que raramente acometem individuos nao
diabéticos (TZELLOSA et al., 2008).
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Entre as complicacbes do DM1 tem-se a retinopatia diabética, neuropatia
periférica e nefropatia o que reduz drasticamente a qualidade de vida dos seus
portadores. A nefropatia € uma das principais complicacdes do diabetes aumentando o
risco de mortalidade por doencas cardiovasculares.

A maior parte dos fatores de risco cardiovasculares tais como hipertenséo,
hiperglicemia e dislipidemia sdo altamente prevalentes em pacientes com doenga renal
terminal (JUNGERS et al., 1997). Além disso, fatores ndo tradicionais como, estresse
oxidativo, inflamagdo e hiperhomocisteinemia também podem contribuir para uma

maior morbimortalidade.

2.4.3 Tipos Especificos de Diabetes e Diabetes Gestacional

Ocorrem devido a defeitos genéticos da fungdo da célula beta (B), defeitos
genéticos na agdo da insulina, doenca do pancreas exdcrino, endocrinopatias, infecgdes,
formas incomuns de diabetes imuno-mediado, etc.

O diabetes gestacional (DG) é definido como uma intolerancia a glicose que
comega ou € diagnosticada durante a gravidez (A.C.O0.G., 2001). No diabetes
gestacional ocorre tolerancia diminuida aos carboidratos, podendo esta tolerancia
persistir, ou ndo, apos o parto.

Outros critérios para definir o diabetes foram propostos pela Associacdo
Americana de Diabetes (ADA) e levam em consideracdo estudos epidemiologicos que
permitem relacionar os niveis de glicemia e o risco de desenvolvimento de
complicagbes vasculares classificadas em microvasculares (retinopatia, neuropatia e
nefropatia) e macrovasculares (isquemia cardiaca, doencas cerebrovascular e vascular
periférica) (PETTIT et al., 1990 ; JARRETT e KEEN, 1976 ; GUILLAUSSEAU et al.,
1998; RAHMAN et al., 2007).

2.4.4 Diabetes Mellitus tipo 2

O DM 2 é uma doenca progressiva e multifatorial que caracteriza-se pelo
declinio da funcdo células B, causado por dois tipos de anormalidades fisiopatoldgicas:
a resisténcia a insulina (R1) e disfuncdo na secrecdo da insulina. Isto ocorre por

influéncia de fatores genéticos e ambientais como que contribuem para desordens no
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metabolismo de carboidratos e lipidios, glicotoxicidade e lipotoxicidade,
respectivamente (GUILLAUSSEAU et al., 1997; DE VRIESE et al.,, 2000). E
geralmente é associada com o aumento da ingestéo caldrica e sedentarismo.

Fatores genéticos determinam a susceptibilidade para desenvolver esta doenca,
que muitas vezes, esta acompanhada de outras co-morbidades tais como hipertensao e
dislipidemia. Juntos, eles constituem a sindrome metabdlica (MAASSEN et al., 2007).
S&o aspectos fundamentais na patogénese do DM 2 a diminuicdo da capacidade da
insulina desempenhar as suas funcgdes fisiologicas normais, a Rl e a incapacidade da
células-p pancreaticas secretar insulina de forma adequada (PHIELIX et al., 2008). O
DM 2 causa complicacBes cronicas a nivel microvascular (retinopatias, nefropatias) e
macrovascular (doencas coronarias, doencas vasculares periféricas), além de
neuropatias, afetando nervos motores, sensoriais e autondémicos (SIMA e SOGIMOTO,
1999).

A glicotoxicidade (Figura 6) é causada por uma hiperglicemia cronica que
exerce efeito deletério sobre a funcdo de insulinosecre¢do das células B que pode
ocorrer tanto pela reducdo da expressdo de transportadores de glicose (GLUT-2) nas
células B quanto pelo aumento do conteudo de glicogénio nessas células.

A RI também pode ser acentuada pela reducéo da expressdo do transportador de
glicose GLUT-4, assim como pela reducdo da atividade de glicoquinases, enzimas
chaves envolvidas no metabolismo da glicose (KAHN 2001; GIRARD, 2005).

Os acidos graxos livres (AGL) desempenham um papel importante no
desenvolvimento do DM2. Em individuos obesos, o acumulo de triglicerideos (TG) nas
ilnotas de Langerhans, somado ao aumento de AGL e TG no plasma leva a um estado
de lipotoxicidade (Figura 7) e a perda de secrecdo de insulina em resposta ao aumento

da glicose.
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2.4.5 Mecanismos Moleculares de Acédo da Insulina

A identificacio do pancreas como a origem do  diabetes
mellitus por Von Mehring e Minkowski, em 1889, desencadeou com sucesso a extracdo
e introducdo do principio ativo, a insulina, em 1921 por Banting, Best, Collip, e
Macleod (OWENS et al., 2001).
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A insulina ¢ um hormoénio anabdlico secretado pelas células B das ilhotas de
Langerhans do pancreas e entre suas fungdes podem ser destacadas: i) manutencdo do
crescimento e diferenciagéo celular; ii) regulagéo da homeostase da glicose (diminuigéo
da gliconeogénese e glicogendlise); iii) aumento da captacdo periférica de glicose,
principalmente nos tecidos muscular e adiposo; iv) estimulacdo da lipogénese hepatica
e nos adipdcitos e reducdo da lipdlise; v) aumento da sintese e inibicdo da degradacédo
proteica (CARVALHEIRA et al., 2002).

A acdo da insulina na célula inicia-se pela sua ligacdo ao receptor de membrana
plasmatica que é uma glicoproteina heterotetramérica constituida por duas subunidades
a e duas subunidades B, unidas por ligacGes dissulfeto (Figura 8). A subunidade a é
inteiramente extracelular e contém o sitio de ligacdo da insulina. A subunidade  é uma
proteina transmembrana responsavel pela transducéo do sinal e possui atividade tirosina
quinase (KAHN, 1985; PATTI e KAHN, 1998).

A ligagdo da insulina ao seu receptor induz uma autofosforilagdo no residuo
tirosina em um ou mais substratos protéicos intracelulares, tais como: substratos do
receptor de insulina, as proteinas IRS (2), Shc e JAK2 (PESSIN e SALTIEL et al.,
2000). A fosforilagdo de seus substratos da inicio a uma série de eventos incluindo a
cascata de reacOes de fosforilacdo e desfosforilacdo que regulam os seus efeitos
metabolicos e de crescimento (WHITE, 1997).

A fosforilagdo em tirosina das proteinas IRS cria sitios de reconhecimento para
moléculas contendo dominios com homologia a Src2 (SH2), dentre estas se destaca a
fosfatidilinositol 3—quinase (PI3-quinase) (CARVALHEIRA et al., 2002). A PI3
quinase pode ativar protéinas como a AKT (proteina quinase B/PKB) (SHEPPERD et
al., 1998) que em resposta a insulina no tecido adiposo encontra-se ligada a vesiculas
contendo o transportador de glicose sensivel a insulina — GLUT- 4 (KUPRIYANOVA e
KANDOR, 1999).

A AKT diminui a fosforilacdo da enzima glicogénio-sintetase aumentando a sua

atividade de regulacdo na sintese de glicogénio (CROSS et al.,1995) (Figura 8).
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Figura 8 - Mecanismo molecular de acéo da insulina (SAAD, 2011)

2.4.6 Resisténcia a Insulina e a Geracéo do Estresse Oxidativo

A resisténcia a insulina (RI) pode ser causada pela fosforilagcdo do seu receptor
em serina, 0 que atenua a transmissao do sinal através da diminuicdo da capacidade do
receptor em fosforilar os residos tirosina apos estimulo com insulina (HOTAMISLIGIL
et al.,1996).

Na RI induzida pela obesidade hd um aumento nos niveis de marcadores e
mediadores de inflamacdo de fase aguda, tais como o fibrinogénio, Proteina C-reativa
(PCR), quinase inibidora do fator nuclear kB (IKkB), inibidor do ativador de
plasminogénio (PAI-1), IL-6, os quais correlacionam-se com a incidéncia de DM2
(BARZILAY et al.,2001; PRADHAN et al.,, 2001) . O TNF-a e a resistina, sdo
citocinas que participam ativamente deste processo (SHOELSON et al., 2006).

O aumento da adiposidade, com a elevacdo do TNF-a e IL-1B, ativam serinas
quinases como a c-jun N-terminal quinase (JNK) e a IKKp (AGUIRRE et al., 2000) e
diminuem a expressdo génica dos transportadores de glicose (GLUT-4) (LONG e
PEKALA, 1996) (Figura 9).
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Avia JNK e IKKB/NF-kB tambem é ativada por receptores para produtos de
glicacdo avancada (RAGE), e um estado de hiperglicemia prolongada somado a
producdo de quantidades excessivas de AGEs podem ativar o NF-kB (BIERHAUS et
al., 2005).

Os Produtos Finais de Glicagdo Avancada (AGEs) sdao um grupo heterogéneo de
moléculas produzidas por glicacdo e oxidacéo in vivo (THORNALLEY et al., 2003). Os
AGEs sdo importantes no desenvolvimento do DM2 porque modificam proteinas de
matriz celular e proteinas circulantes (BROWNLEE, 2005), e tanto a hiperglicemia
quanto o estresse oxidativo contribuem para a sua formacdo (FURUKAWA et al.,
2004).

A ligacdo entre estresse oxidativo e AGEs pode, em parte, ser explicada pela
relacdo entre hiperglicemia e disfuncdo endotelial e dano tecidual, como mostrado no
estudo feito por WAUTIER e colaboradores em 1994. Neste trabalho foi demonstrada
que a interacdo entre AGEse seu receptor (RAGE) induz a ativacdo de estresse
oxidativo, estimula a producao e liberacdo de citocinas, amplificando seu dano tecidual
(WAUTIER et al., 2004).

Apesar da consideravel compreensdo cientifica dos mecanismos de acdo e das
alteracdes moleculares que levam a resisténcia a insulina, ainda € necessario a

realizacdo de estudos que visem uma melhor definicdo de algumas das etapas das vias
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de transmissdo do sinal e a reversdo destes bloqueios a sinalizacéo, e o resultados destes
estudos podem sugerir uma nova abordagem terapéutica para o tratamento e até mesmo

a prevencao dessas doencas.

2.4.7 O Tratamento do Diabetes.

Muitas vezes ha uma prevaléncia de casos de diabetes tipo 2 associado a um
quadro de obesidade e um estilo de vida sedentario. Inicialmente € imprescindivel
estabelecer um plano alimentar saudavel e um programa de atividade fisica. Se isso for
insuficiente para controlar o problema, medicacdes orais ou insulina podem ser
prescritas.

O tratamento ndo-medicamentoso da doenca refere-se a orientagdo nutricional e
0 estabelecimento de dieta para controlar pacientes com DM, bem como a realizagédo de
atividades fisicas, estas sdo considerados terapias de primeira escolha (SAO PAULO,
2011). Esta comprovado que essa associagdo implica numa melhora na sensibilidade a
insulina, diminui os niveis plasmaticos de glicose e, de forma expressiva, a
circunferéncia abdominal e a gordura visceral, altera de forma positiva o perfil
metabolico com reducdo nos niveis de colesterol de lipoproteina de baixa densidade
(LDL-c), triglicerideos e aumento de HDL-c (SBD, 2009).

Quando o tratamento nao-medicamentoso € insuficiente para enfrentar o
problema, ha a necessidade de intervencdo farmacologica. Nestes casos faz-se o uso de
hipoglicemiantes orais, que em sua maioria tem como efeito principal a reducdo da
glicotoxicidade e podem promover um controle glicémico a longo prazo por diferentes
mecanismos de acdo.

Entre os farmacos de escolha podemos citar os secretagogos de insulina como as
sulfonilureias e glinidas que atuam aumentando a secrecdo de insulina pelas células
beta.

A glicazida, que através de experimentos in vitro (DEL, G. S. et al 2007)
mostrou propriedades antiapopitéticas e antioxidantes na célula beta, quando estas sdo
expostas a altas concentracGes de glicose. As biguanidas, como a metformina, sdo
farmacos suprimem a sinalizacdo do glucagon no figado por diminuicdo da producéo de
AMP ciclico, resultando em reducdo da glicemia de jejum (MILLER, R.A. et al., 2013)
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e também protegem as células beta do estresse oxidativo intracelular (MARCHETTI et
al., 2004).

Outra opcdo de drogas para o tratamento do DM2 séo inibidores da enzima
intestinal a-glicosidase, a acarbose, trata-se de um hipoglicemiante oral que retardar a
absorcdo de polissacarideos (efeito pos prandial), embora seu uso seja limitado por
conta de seus efeitos colaterais tais como: elevacdo das enzimas hepéticas, dores
abdominais entre outros (CHIASSON et al., 2003).

As tiazolidinadionas sdo uma nova classe de compostos antidiabéticos
desenvolvidos para o tratamento de pacientes com DMNID. Nesta classe também
conhecida como glitazonas, temos os agonistas PPAR-y, que sdo farmacos que
melhoram a resisténcia insulinica porque interferem em diferentes mecanismos no
tecido adiposo, musculo e figado. Essas glitazonas promovem um remodelamento do
tecido adiposo resultando em melhora na sensibilidade a insulina. As TZD reduzem a
producdo de citocinas inflamatdrias que normalmente estdo aumentadas na ocorréncia
da resisténcia a insulina e a apoptose de células beta (ZEENDER et al., 2004). A Figura

10 ilustra um esquema geral da regulacéo fisiologica e farmacologica da homeostase da
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Figura 10- Regulagdo fisiologica e farmacoldgica da homeostase da glicose. (Adaptado de
Golan, et al., 2009).

- Tiazolidinadionas e Mecanismo de Ac¢ao

Nas Ultimas décadas, os compostos heterociclicos que apresentam o anel
tiazolidinico tém sido alvos de extensos estudos quimico e biolégico. Dentre estes,
destacam-se as tiazolidina-2,4-dionas (@), grupo de compostos bioisésteros da
hidantoina (b) estruturalmente diversos (Figura 11).

A importancia dessas tiazolidinadionas (TZDS) se da pela viabilidade de sua
sintese, podendo ser preparados em poucas etapas sintéticas, com produtos
acessiveis, metodologia eficaz e economicamente viavel obtendo-se produtos com
bons rendimentos. Estes compostos sdo capazes de influenciar a regulagdo de
diferentes cascatas moleculares, com implicacfes importantes no tratamento do
cancer, doengas metabolicas, inflamatdrias e neurodegenerativas (RAKOWITZ et.
al., 2006), hipoglicemiantes (ARAUJO et al., 2012), anti-tumoral atuam em
canceres de cdlon e mama (MORETTI et al., 2001; PANIGRAHY et al., 2002),
anti-oxidante (JEONG et al., 2004), antichagasica (MOREIRA et al., 2013), anti-
inflamatdria (VIEIRA et al., 2013) entre outras.

"
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Figura 11 - Compostos bioisésteros tiazolidina-2,4-diona (a) e hidantoina (b).

Ha relatos que as tiazolidinadionas melhoram a sensibilidade a insulina em
tecidos periféricos e baixam os niveis de glicose e insulina plasmaticas em modelos
experimentais de diabetes e em pacientes com DMNID (FUJIWARA, T., et al 1988;
SUTER, S.L., et al 1992; SILVA, O.A. 2010; LEITE" et al., 2007). Foi demonstrado
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que um dos alvos moleculares dos derivados tiazolidinicos sdo os Receptores Ativados
por Proliferadores de Peroxissoma Gama (PPARy) (LEHMANN et al., 1995). Atuando
sobre estes receptores, as TZDs estimulam a diferenciacdo dos adipdcitos e aumentam a
insulino- sensibilidade dos tecidos (MOURAO et al., 2005; LEITE® et al., 2007).

Os receptores nucleares PPARy sdo responsaveis pelo balanceamento energético
e hormonal atuando principalmente no metabolismo de lipidios e glicose. Apresentam
atividades antiinflamatorias, imunomoduladora e anti-aterosclerética. Esses receptores
estdo associados a varias doencas como DM2, arteriosclerose e obesidade (WILLSON
et al., 2001). O papel fisiologico dos receptores PPARy revela-se ap06s sua ligacdo a
ligantes especificos. Os receptores PPARy sdo especificamente ligados as tiazolidinas

(Figura 12) e apresentam atividade anti-diabética.
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Figura 12 - Tiazolidinas hipoglicemiantes.

Outros ligantes do PPARY incluem as prostaglandinas naturais J2 (15dPGJ2), os
acidos graxos poliinsaturados (HOUSEKNECHT et al., 2002), e antiinflamatérios ndo
esteroidais (NSAIDs), como ibuprofeno e a indometacina (LEHMANN et al., 1997).

Os ligantes especificos de PPARY tém uma alta afinidade para o dominio ligante
de PPARY, podendo causar mudangas em sua conformagao. Como resultado, o receptor
é convertido para 0 modo ativado que promove o recrutamento de co-ativadores, tais
como o receptor co-ativador de esteroides 1 (SRC-1) e p300/CBP (NOLTE et al., 1998;
UPPENBERG et al., 1998), e estimula especificamente a transcricdo de genes
associados com o balango energético.

Foi mostrado que o PPARy reprime a expressdo de mediadores pro-
inflamatdrios no nivel transcricional por inducdo inibitéria da Oxido nitrico sintase
(INOS) e ativacdo da sinalizacdo da proteina-1 (AP-1) (RICOTE et al., 1998). Ha
também evidéncias de que PPARY atuam em vérias circunstancias fisiopatologicas com

0 cancer, a arteriosclerose, inflamacéo e a diabetes. (DUEZ et al., 2001)
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Haja vista que a hiperinsulinemia resultante da resisténcia a insulina em tecidos
periféricos pode aumentar a reabsorcao de sédio renal (DEFRONZO, R.A. et al, 1975)
e/ou aumentar a atividade simpética (ROWE et al., 1981), provocando assim um
aumento de pressdo arterial em modelos de roedores hipertensos, bem como em
pacientes com hipertensao essencial, tais drogas poderiam melhorar ndo s6 os distirbios
metabdlicos subjacentes , mas também a hipertenséo.

Dados da literatura mostram drogas como a ciglitazona (PERHADSINGH et al.,
1993) e a troglitazone (YOSHIOKA et al., 1993) exercendo um efeito hipotensor em
ratos Zucker obesos. Com base nestas informacdes o presente estudo teve como
objetivo avaliar se a insulino - resisténcia e hiperinsulinemia, induzida por uma dieta
hiperlipidica, contribuem para o aumento da hipertensdo arterial em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR, um modelo que se aproxima da hipertensao

essencial no homem), e se o tratamento com tiazolidinas revertem estes efeitos.

2.5 Modelos Animais

A fisiopatologia da obesidade e alteragfes cardiacas € comumente relacionada
ao estresse oxidativo, estresse do reticulo endoplasmatico, apoptose e dislipidemias, (LI

et al., 2006; REN et al., 2010), porém nenhuma das condicdes acima mencionadas
pode ser considerado o fator causal da cardiomiopatia da obesidade.

Estudos demonstram que a obesidade pode estar associada ao aumento do risco
de doencas coronarianas, hipertensdo arterial, diabetes mellitus, sendo indmeros os
efeitos da obesidade nas doencas cardiovasculares, e a hipertensdo é o mais relevante. A
incidéncia de hipertensdo arterial aumenta com a obesidade, entretanto, 0s mecanismos
que confirmam essa relacdo ainda ndo estdo claros (WANG et al., 2003), isto pode se
dar primeiramente pela limitacdo de modelos animais de hipertensdo associados com
obesidade.

O estudo dos mecanismos pelos quais a obesidade induz as disfuncdes
fisiologicas pode ser facilitado com a utilizacdo de um modelo animal. EXxistem
diferentes modelos, geralmente roedores, que desenvolvem a obesidade a partir de
mutacoes genéticas (ROSINI et al., 2012).

Modelos experimentais com dietas hiperlipidicas que visam induzir um estado

pré-diabético com obesidade em animais normotensos ou hipertensos, sdao utilizados



52

para entender melhor o mecanismo envolvido nas anomalias cardiacas da obesidade
(DOBRIAN et al., 2000; RELLING et al., 2006; SILVA, O.A. 2010).

Trabalhos como o de Zhang et al.,2012, evidenciam que a obesidade induzida
por dieta rica em gordura acompanhada pela resisténcia a insulina e inflamacao, levam a
hipertrofia cardiaca e disfuncdo do miocardio, porém ainda é obscura a patogénese
precisa da hipertrofia cardiaca e disfuncdo contractil em obesidade induzida por estes
modelos.

Os efeitos de uma dieta hiperlipidica sobre os parametros cardiovasculares sdo
controversos, pois em modelos animais para o estudo experimental da hipertensdo, nem
sempre a suplementacdo caldrica repercute em elevacdo da pressdo arterial. O estudo
classico de Contreras e Williams (1989) cita que a suplementacdo caldrica por seis
semanas em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) ndo demonstrou aumento da
pressdo, mas paradoxalmente, sua reducao.

A hipertensdo e obesidade coexistem em ratos espontaneamente hipertensos
obesos (Koletsky rat) (KOLETSKY e ERNSBERGER, 1991). Os ratos desta linhagem
apresentam uma predisposicdo genética para a hipertensdo sobre a qual a sindrome da
obesidade genética ¢é fortemente expressa (ERNSBERGER et al., 1994). Nesses animais
o fenotipo da obesidade é expresso por um unico gene recessivo (FAK) em relacdo a
linhagem Zucker (fa) que trata-se de uma linhagem obesa predisposta a obesidade.
Quando hé& o cruzamento entre dois animais heterozigotos (Fa* / fa¥), cerca de um
quarto da prole serdo obesos (fa") / fa<). Animais SHR obesos sdo estéreis, portanto, a
cepa KoletskY foi mantida durante mais de 50 geracGes do acasalamento entre ratos
irmaos heterozigotos magros.

Diferente dos humanos, a génese da obesidade em animais de laboratorio esta
relacionada, em grande parte, a modificacbes genéticas que podem alterar ou suprimir a
secrecdo de neuropeptideos, hormdnios relacionados com saciedade ou metabolismo.

Além disso, de acordo com o gene modificado, os animais desenvolvem a
obesidade precoce ou tardia, em conjunto com outras patologias associadas como
resisténcia a insulina, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, hipertensdo arterial e
infertilidade, possibilitando a investigacdo da fisiopatologia da obesidade e das suas
comorbidades (ROSINI et al., 2012).

Considerando que o modelo deve ser o mais préximo possivel da génese da

obesidade em humanos, a inducdo desta condi¢do via consumo de uma dieta altamente
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palatavel e com alto valor energético parece ser o mais apropriado. Assim, um dos
objetivos deste trabalho foi apresentar um protocolo de indugdo da obesidade em ratos
espontaneamente hipertensos via consumo de uma nova dieta palatavel rica em lipideos,

e verificar as disfungdes metabolicas e vasculares induzidas por esta.

2.6 Alteragdes Vasculares na Sindrome Metabdlica

E comum a associacdo entre obesidade, intolerancia a glicose, diabetes n&o
insulino-dependente (NIDDM) e o desenvolvimento de hipertenséo arterial (HALL et
al., 2010; SIRONI et al., 2008), e ha muito tempo sabe-se que a hipertensdo essencial
relacionada a obesidade esta associada com uma disfuncdo do tecido adiposo,
resisténcia a insulina e dislipidemias (MODAN et al., 1985; FERRANNINI et al.,1987).

Em muitos casos a ocorréncia de hiperinsulinemia devido a resisténcia a insulina
em tecidos periféricos, principalmente musculo esquelético, pode aumentar a reabsorcgao
de sodio renal (DEFRONZO, 1975) e/ou aumentar a atividade simpatica (ROWE, 1981)
provocando uma elevacgéo da pressao arterial.

A funcdo endotelial também pode ser prejudicada pelo acumulo de gordura
visceral ou obesidade. Nesta condicdo patoldgica, hd uma desregulacdo na secrecédo de
adipocinas por meio da hipertrofia dos adipdcitos, isso promove um estado inflamatorio
sistémico e contribui para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DAVEL et
al., 2011; TRIGGLE et al., 2012) .

O tecido adiposo perivascular (PVAT) pode exercer influencia sobre a funcéo
endotelial ou do musculo liso vascular por meio da liberacdo de citocinas, pela via da
nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH)-oxidase e pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) tais como: O H,0, (GAO et al., 2007). Além
disso, a adiponectina aumenta a liberacdo de NO pela via da sinalizacdo chave
PIBK/AKT e AMPK e contrabalance-a o efeito do estresse oxidativo induzido pela
hiperglicemia, indicando que o tecido adiposo pode exercer um importante papel na

geracdo de fatores pro e anti- estresse oxidativo (XIAO et al., 2011).
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Figura 13- Uma possivel interacdo entre células endoteliais, células do musculo liso vascular e tecido
adiposo perivascular. Prostraciclina (PGI2 ), cicloxigenase (COX), o6xido nitrico dsintase endotelial
(eNOS) , guanilil ciclase solivel (sGC), guanosina monofosfato ciclico (cGMP), proteina cinase G
(PKG), canal de célcio dependente de voltagem (VGCC) (TRIGGLE et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

Avaliar o potencial terapéutico de um novo derivado tiazolidinico LPSF/GQ-130
sobre parametros cardiovasculares e metabdlicos de ratos espontaneamente hipertensos

(SHR) alimentados com uma dieta hiperlipidica (DH).

3.2 ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito de 14 semanas de DH sobre a ingestdo alimentar, consumo hidrico,
peso corporal, e o perfil de gordura visceral de ratos SHRs;

- Avaliar o efeito da DH e do tratamento com TZDs sobre os niveis plasmaticos de
glicose, triglicerideos, colesterol total e fracbes, enzimas hepéticas, PCR, ureia e

creatinina;

- Analisar o efeito da DHL e do tratamento com TZDs sobre a tolerancia a glicose,
atraves do teste de tolerancia a glicose (TTG), e sobre a sensibilidade a insulina, através

do teste de tolerancia a insulina (TTI);

- Avaliar o efeito da dieta hiperlipidémica sobre a reatividade vascular e sobre a pressdo

arterial.
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ABSTRACT

Association between obesity, hypertension, dysregulation of plasma glucose and
cholesterol levels and all of these conditions united by a common link, insulin resistance
have been observed over the years. And the co-existence of these factors appears as a
framework known as metabolic syndrome. The thiazolidinediones (TZDs) are potent
insulin-sensitizing drugs that improved glycemic control and exert beneficial effects on
the cardiovascular risk factors. However, recent literature has been increased risk of
myocardial infarction and death in cardiovascular disease during long-term TZD
treatment. In this work, we propose to evaluate the role of a novel TZD derivative
LPSF/GQ-130 on cardiovascular and metabolic parameters in spontaneously
hypertensive rats (SHR) fed a high fat diet (HFD, 57.8% fat) for 14 weeks from two
months old. Pioglitazone (PIO) was used as the standard drug. The introduction of
treatment with LPSF/GQ-130 at the 13th week led to an improvement in the context of
HFD-induced glucose intolerance, insulinresistance, and plasma CRP levels. The HFD
did not alter blood pressure levels, but during the study of vascular reactivity, both
aortic rings from animals of the HFD and C groups showed clear impairment of
vascular relaxation mediated by acetylcholine. However, treatment with PIO and the
LPSF/GQ-130 triggered an improvement in the vasorelaxant response to ACh, and
through histological analyzes, we observed a significant decrease (p<0.01) of aortic
intima-media thickness after treatment with TZDs. This improvement may be associated
with decreased insulin resistance and CRP, which could result in an attenuation of
vascular inflammation. These data are indicative, though premature, that treatment with
TZDs studied here work in the prevention of atherosclerosis and improvement in

cardiovascular risk.

1. Introduction

The association between obesity, hypertension, dysregulation of plasma glucose
and cholesterol levels, and all of these conditions united by a common factor, insulin
resistance, has been observed since the 1980s (Reaven, 1988) . The co-existence of
these factors is configured as a known metabolic syndrome (Rio de Janeiro, 2010). In

recent decades, it has been observed an increase in the incidence of this syndrome
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worldwide due to a higher prevalence of overweight/obesity in the general population
(Ford et al., 2002). Dyslipidemia and changes in carbohydrate metabolism are
associated with nutritional disorders such as obesity and insulin resistance, and
cardiovascular diseases such as hypertension and cardiac remodeling (Sharma et al.,
2007). Studies show that obesity may be associated with increased risk of coronary
heart disease, diabetes mellitus, endothelial dysfunction and hypertension, the latter
being the most relevant (Davel et al., 2011; Triggle et al., 2012). However, the
mechanisms that confirm this relationship are still unclear (Wang et al., 2003). One of
the limitations is the existence of few animal models of hypertension associated with
obesity. Experimental models with high-fat diets aiming to induce a state of pre-diabetic
obesity in normotensive or hypertensive animals has been used to better understand the
mechanism involved in cardiac abnormalities of obesity (Dobrian et al., 2000; Relling
et al., 2006; Silva, 2010). Whereas the model should be as close as possible to the
genesis of obesity in humans, the induction of this condition via consumption of highly
palatable foods with high energy value seems to be the most appropriate, because they
trigger similar effects to human nutritional disorders (Buettner et al., 2007). The nuclear
receptor PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor gamma ) play an important
role in energy and hormonal balancing working mainly in the metabolism of lipids and
glucose and on the pathogenesis of arteriosclerosis (Willson et al., 2001). Rosiglitazone
and pioglitazone are drugs of the class of thiazolidinediones (TZDs), which act by
increasing peripheral insulin sensitivity, especially in adipose tissue, by their binding to
PPAR-y (Cariou et al., 2012; Cho and Momose, 2008; Papaetis et al., 2011). Activation
of these receptors by TZDs has been related to important physiological activities such as
anti-inflammatory, immunomodulatory, anti-atherosclerotic, stimulation of adipocytes
differentiation and increased insulin sensitivity in tissues (Collions et al, 2001, Lehmann
et al., 1995; Leite et al., 2007; Mour&o et al., 2005; Peters, 2001; Ricote et al., 1998;
Saltiel et al., 1996). In spite of the beneficial effects described by the treatment with
these compounds, recent data have shown an important role of TZDs on the framework
of genotoxicity and cytotoxicity (Gul et al ., 2013), development of coronary heart
disease (Ziyadeh et al., 2009) and cardiomyopathies (Saraogi et al ., 2011) which
justifies the search for new agents with pharmacodynamic hypoglycemic and
hypolipidemic activity in an attempt to make them more effective, specific and less

toxic, seeking a more satisfactory treatment. Based on this information the present study
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aimed to evaluate a protocol for induction of obesity induced by a high fat diet in
spontaneously hypertensive rats (SHR, a model that approximates the essential
hypertension in man), and verify whether the metabolic and vascular disorders induced
by the consumption of this diet can be reversed by treatment with a
novelthiazolidinodiones derivative studied here (LPSF/GQ-130).

2. Materials and Methods

2.1 Obtaining of the LPSF/GQ-130
LPSF/GQ-130,5-(4-chloro-benzidilene)-3-(2,4-diclorobenzil)-thiazolidine 2,4dione,
were granted by the Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos
(LPSF),Departamento de Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco. The
Molecular characterization and nuclear magnetic resonance were described by
Vasconcelos, (2006) and Vieira et al (2013).

2.2 Animals and Treatments

All animal handling was performed in accordance with the guidelines of the Brazilian
College for Animal Experimentation (COBEA) and had prior approval from local
animal ethics committee (23076024631/02011-05). Male spontaneously hypertensive
rats (SHR) were obtained from local colonies maintained at the local animal facilities
and were kept under conditions of constant temperature (22 £2 °C) with a 12 h
light/12 h dark cycle and free access to food and water. At 2 months of age, the animals
were randomly divided into experimental and control groups. The first group (C group,
n = 8) fed a standard rat chow (3.5 kcal/g — 63.4% carbohydrate, 23.2% protein, and
14% fat), and the second group (HFD group, n = 24) was fed with high-fat diet (5.4
kcal/g — 25.0% carbohydrate, 17.1% protein, and 57.8% fat) for 14 weeks. Part of the
HFD group received either Pioglitazone (10 mg/kg/day, HFD+PIO group, n = 8) or
LPSF/GQ+130 (20 mg/kg/day, HFD+GQ group, n = 8) orally in the last fifteen days of
dietary period. The untreated HFD rats received the vehicle Tween 20 orally for the

same time.
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2.3 Biochemical analysis

After a 12 h fasting, rats were anesthetized with intraperitoneal (i.p.) injection of
sodium pentobarbital (50 mg/kg) and blood samples were collected from retro-orbital
sinus with a glass capillary for the determination of serum aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase level (ALP), Albumin
(Alb), urea (U), creatinine (C), total cholesterol (TC) and lipoprotein fractions,
triglyceride (TG), and glucose levels using commercial enzymatic kits (LABTEST-BR).
2.3.1 Determination of C-Reactive Protein

For the determination of C-reactive protein levels, high-sensitivity CRP
turbidimetric kit (CAT BT 20.017.00, BioTécnica, Minas Gerais) was used. Briefly the
principle consists of a reaction of agglutination of latex particles coated with anti-
protein C antibody-reactive human, which are mixed with c-reactive protein present in
the sample. The change in causes a change in absorbance proportional to the sample
concentration of C-reactive protein,quantified by comparison with a calibrator with

known concentrationfollowing manufacturer’s recommendations.

2.3.2 Glucose and insulin tolerance tests

After 12 h fasting, the rats of all groups were anaesthetized (sodium pentobarbital, 50
mg/kg) and tail blood samples were taken immediately before (time 0) and 15, 30, 60,
90 and 120 min after oral administration of a solution of 50% glucose (2 g/Kg). Glucose
levels were measured using a glucometer (ACCU-CHEK). After a new overnight
fasting, rats were submitted to insulin tolerance test (ITT). 1.5 IU/Kg of regular insulin
(Humulina R) was infused intraperitoneally to anaesthetized rats, the blood samples
were collected at 0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 min from the tail for serum glucose
determination using a glucometer (ACCU-CHEK). The area under the curve (AUC) for
glucose and insulin were determined based on blood samples taken before (t = 0) and
30, 60, 90, and 120 minutes after oral glucose load and 0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 min

after infusion of insulin.
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2.4 Arterial blood pressure measurement in conscious rats

Rats were anesthetized with ketamine, xylazine, and acetopromazin mixture (64.9, 3.2,
and 0.78 mgkg—1, respectively, i.p.) and allowed to breathe room air spontaneously.
The right carotid artery was cannulated with a polyethylene 46 catheter (PE-50 with
heparinized saline) that was exteriorized in the midscapular region. After 24 h, arterial
pressure and heart rate were measured in conscious animals by a pressure transducer
(model MLT844, ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) and recorded using an
interface and software for computer data acquisition (ADinstruments Pty Ltd, Castle
Hill, Australia). Heart rate was determined from the intra-beat intervals.

2.5 Vascular Reactivity Study

Rats were anesthetized with ketamine, xylazine and acetopromazin mixture (64.9; 3.2
and 0.78 mg.Kg-1, respectively, i.p.) and euthanized by exsanguination. The thoracic
aorta were carefully removed and placed in cold oxygenated Krebs-Henseleit
bicarbonate buffer (KHB). The buffer consisted of (in mM): NaCl 118, KCI 4.7,
NaHCO3 25; CaCl2.2H20 2.5, glucose 11, KH2PO4 1.2, 1.2 and EDTA
MgSO4.7H20 0.01) Arterial segments were mounted between two steel hooks in
isolated tissue chambers containing 5 ml of gassed (95% O2 and 5% CO2) KHB, at pH
7.4 and 37°C. The thoracic aortic rings were subjected to a resting tension of 1 g
(aortic), which was readjusted every 15 min during 45 min of stabilization period before
drug administration. The isometric tension was recorded by using an isometric force
displacement transducer (Leticia Scientific Instruments, TRI-210, Panlab, S.L.,
Barcelona, Spain) connected to a data acquisition system (Powerlab, ADIntruments,
Bella Vista, Australia). Vessels were initially exposed twice to 75 mmol/L KCI to check
their functional integrity. After 30 min, rings were contracted with a concentration of
phenylephrine able to induce 50-70% of the contraction induced by KCI. Acetylcholine
(0.1 nmol/L to 10 umol/L) or sodium nitroprusside (SNP, 1 nmol/L to 10 pmol/L) was

then added to assess endothelium-dependent or -independent relaxation, respectively.

2.6 Effect of high fat diet on anatomical parameters.
By the end of experiments, hearts, kidneys and long digital extensor muscle (LDE) were
excised. The atria and ventricles were excised, while kidneys and LDEs were weighed

for fresh weight, then were dried at 70 °C for 48 hours, and reweighed to assess the dry



80

weight. The dry weight of heart, kidney, and EDLs were determined and used as a
measure of atrophy/hypertrophy of heart, kidney and muscle (LDE) and compared
between groups. The epididymal, retroperitoneal and perirenal adipose tissue were also
collected and relative wet / body weight was recorded in order to assess accumulation of
body fat.

2.7 Histological Analysis

2.7.1 Processing of biological material

Kidneys, heart, spleen, liver, aorta, perirenal and retroperitoneal fat were dipped in a
solution of 10% neutral buffered formalin (NBF) for 24 hours. Subsequently, the
fragments were dehydrated in ethanol at increasing concentrations, diaphanized by
xylene, impregnated and embedded in paraffin. For each tissue fragment semi-serial
Sum thick were placed on glass slides coated with albumin and kept in oven at a

temperature of 37 ° C for 24 hours to permit drying of cuts.

2.7.2 Microscopic Evaluation
The sections were subjected to staining technique using hematoxylin-eosin (HE) for the

preliminary histomorphological description and periodic acid-Schiff (PAS) staining.

2.8 Statistical analysis

Results are expressed as mean + SE, and n represents the number of animals used in
each

experiment. Concentration—response curves were analyzed by two+way ANOVA
followed by the Bonferroni post hoc test. Data were analyzed by paired or unpaired
Student t+test, or onetway ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test, as
appropriate.Probability values less than 0.05 were considered significant. Software
Graph Pad Prism.
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3. Results

3.1 Effect of diet and thiazolidinediones treatment on body weight, food intake and
water consumption

Figure 1 shows HFD significantly reduced (p <0.001, two-way ANOVA) water intake
of HFD group when compared to Control. The correction of fluid intake per 100g body
weight has also been reduced (data not shown). The introducing PIO at 13 weeks of
exposure to HFD reduced (p <0.05) water intake (17%). Reduction (14%) in the group
treated with LPSF/GQ-130 compared to the same period was also observed. The
evolution of body weight of the HFD group was significantly (p <0.01) increased from
the third week of the beginning of the diet when compared to group C (Figure 2). The
final body weight gain was approximately 89% for the HFD group and 58% for group
C. In the group treated with PIO, weight gain was only 74%, and treated with GQ-130
was 60 % (data not shown).

3.2 Effect of high fat diet on the anatomical parameters

The HFD increased (p <0.01) epididymal (TAE) and retroperitoneal (TAR) fat,
but treatment with PIO or GQ did not influence this parameter (Table 1). The perirenal
adipose tissue (PAT) was not different (p> 0.05) between groups. There was a
significant reduction (p <0.05) on relative weight of wet and dry kidney in group HFD
compared to C. The relation between ventricular and LDE weight (dry and wet)
remained unchanged (p> 0.05, one-way ANOVA) in animals fed with the HFD when
compared with group C (Table 1) .

3.3 Glucose Tolerance Test-GTT

Fig 3 (panel A) shows that at 22 weeks of age, the peak plasma glucose in all groups
occurred at 15min, however, it was higher (p <0.01) in the HFD group. The decay curve
of glucose (Panel A) for the HFD group was shifted to the left compared to group C. As
indicated by the area under the curve (AUC) treatment with both TZDs improved

glucose uptake after overload (Panel B).



82

3.4 Tolerance Test Insulin-TTI.

The HFD group had plasma glucose concentrations significantly (p <0.05)
higher than group C (Figure 4A and B). Treatment with LPSF/GQ-130 reduced the peak
of blood glucose at 5 min. From 10 min, the decrease in the glucose curve was higher in
groups treated with TZDs than with HFD only (Figure 4A). The area under the curve
(AUC) shows that treatment with LPSF/GQ-130 was effective in reducing insulin

intolerance.

3.5 Plasma Insulin Concentration

The plasma insulin concentration was significantly increased (p <0.05) in animals
exposed to HFD when compared with group C (9.67 + 0.97 and 3.23 + 0.81,
respectively). Treatment with IOP decreased (p <0.05) values of circulating insulin
without significantly change the fasting glucose levels, and treatment with LPSF/GQ-

130 did not show influence on insulin levels.

3.6 Determination of Plasma Biochemical Parameters

HFD group showed significantly higher plasma levels of glucose, total
cholesterol, HDL-C, alkaline phosphatase, C-reactive protein (CRP) and urea (p <0.05)
compared to group C. Treatment with LPSF / GQ-130 reduced (p <0.01) CRP levels.
The positive control PIO while reducing CRP levels, was effective in decreasing plasma

total cholesterol levels (Table 2).

3.7 Cardiac parameters in awake rats.
Baseline values of blood pressure (BP) were similar (p> 0.05) among all groups (Table
3).

3.8 Vascular Reactivity

The incubation of increasing concentrations of acetylcholine ( 10™° to 10 M ) induced
concentration-dependent relaxation (p < 0.01) in the pre- contracted with FEN (Figure
6) aortae rings. Figure 6A shows the results obtained in preparations with segments of

aortas from group C or not treated with TZDs and Figure 6B shows the HFD groups
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treated or not with TZDs compared with group C. The aortic rings of group C, SHR
animals, showed an impairment on endothelium - dependent relaxation induced by
ACh, and treatment with PIO (group C + PIO ) has shown an improvement from
concentration of 3x10 ® M , however treatment with LPSF/GQ-130 not exert influence
on the relaxation to Ach.
After the period of ingestion of the HFD, the compromising of Ach -induced relaxation
was maintained but the treatment with PIO improved vasorelaxant response at 10°® , 10-
7 and 3x10 ® Ach doses, which can also be observed in the treatment with a low dose
LPSF/GQ-130 10 (Figure 6B).

The administration of increasing concentrations of phenylephrine (PHE) (10 to
10 M) increased basal tone of the aorta rings in a concentration-dependent manner (P
<0.01) in groups C and HFD (Figures 7A and B, respectively). The control group
treated with P10 showed a hyporeactivity to FEN dose from 3x 10 and treatment with
LPSF/GQ-130 showed this response only in 107 dose.

HFD group showed a decrease in maximal response compared to the C group,
although the groups HFD + PIO and HFD + GQ also had decreased response to al-
adrenergic agonist, with emphasis to the aortic rings of HFD + GQ whose contraction

was significantly reduced (P <0.001) compared to the HFD (Figure 7B).

3.9 Concentration effect curves to sodium nitroprusside

Figures 8A and B show the results of the concentration effect curve (CEC) to
sodium nitroprusside (SNP) in groups C and HFD respectively. Treatment with TZDs
did not caused active change in maximal response to SNP between groups (Figure 8).
HFD did not affect the relaxation induced by NPS compared to C, but the introduction
of treatment with PIO induced an improvement in this relaxation. The LPSF/GQ-130

did not alter this parameter.
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4.0 DISCUSSION

Fat diets have been widely used for the reproduction of experimental models of
obesity and metabolic syndrome (Can et al, 2012;. Férézou-Viala et al., 2007; So et al.,
2011; Zhang et al., 2013.). This syndrome is associated with insulin resistance and
cardiovascular disorders, which can be reversed with specific diets and exercise, but in
some cases pharmacological intervention becomes necessary aiming to improve the

metabolic profile.

In this work an experimental model of metabolic syndrome induced by high fat
diet in spontaneously hypertensive rats (SHR), characterized by changes in glucose
metabolism such as insulin resistance, was used. This framework can lead to the onset
comorbidities such as dyslipidemia and vascular dysfunction which justifies the

introduction of a pharmacological intervention to improve insulin sensitibility.

Among the insulin-sensitizing drugs, the thiazolidinedione (TZDs), pioglitazone,
is the most widely used clinically, and appears to have important benefits such as
glycemic control in patients with DM 2, lowering blood pressure and reducing
inflammation (Chinetti-Gbaughidi et al., 2005; Clementi et al., 2009; Ricote et al.,
1998; Schwabl et al., 2014 ). However, some studies relate the use of TZDs in the
treatment of DM 2 with declining of renal function (Feldman et al., 2010) and
myocardial infarction (Bell et al., 2013; Nissen et al., 2007) and newer and P1O which
justifies a search for drugs with more specific mechanisms of action and fewer side

effects.

In our study, we tested a candidate hypoglycaemic drug called LPSF/GQ-130.
This molecule was obtained from a reaction of thiazolidine N-alkylation with alkyl
halides, followed by Michael addition with Cope intermediate (esquema 1). The
methodology applied is already installed in the laboratory of Planning and Synthesis of
Pharmaceuticals Department of Antibiotics, where several projects have made it at the
same way (Albuquerque et al, 2005;. Brandao et al, 2004;. Pitta et al, 2007, Santos et.
al., 2005).
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Our results demonstrate that the intake of high-fat diet (HFD) was reduced
compared to control diet (Figure 1), confirming data reported by Morens et al. (2005).

However, research findings related to HFD have an intake of a discrepancy
likely induced hypophagia by consuming this type of diet. Works such as Kim et al
(1998) indicate that diets with high fat content are associated with hyperphagia, while
others show no change (Santos and Vianna, 2007), raising therefore the need for further

investigation.

The explanation for the hypophagia observed by us is the fact that consumption
of a high fat diet alters gut - brain communication and is able to stimulate the signaling
satiety, which is predominantly attributed to the action of Cholecystokinin (CCK),
released by the gastrointestinal tract in response to the presence of fat and protein (Duca
et al , 2013; Melhorn et al , 2010; Schaffhauser et al, 2002 ). Although exist a series of
compensatory mechanisms that regulate the uptake and consunption of nutrients
contributing to the maintenance of energy balance, an imbalance between these, as for
example in chronic consumption of HFD relates to a significant insulin resistance and
hyperleptinemia ( West ; York , 1998, Woods et al , 2003.) .

Leptin is secreted primarily by adipocytes and is involved in the regulation of
both appetite and energy metabolism and in the same manner that insulin levels are
increased in proportion to the number of adipocytes ( Xu et al. 2004). In this sense , our
results , although the consumption of HFD (g ) have been lower than consumption of
diet C , the calorie intake was , hence the weight gain and adiposity observed in animals
fed the HFD , data were confirmed with weighing adipose tissue. In addition, the HFD
significantly increased the amount of epididymal adipose tissue (EPI) and
retroperitoneal (RET) (Table 1). These findings are similar to those found by Bernardes
et al (2004 ) and Rozen et al (1994 ) .

This increase in adipose tissue may be associated with the development of
insulin resistance ( Lange et al. 2005) and the secretion of leptin, a hormone that
increases the expression of uncoupling proteins (UCPs ) in adipose tissue, causing the
increase in weight this tissue ( Margareto et al., 2001). Although we have not made a
determination of leptin, we found changes in plasma insulin levels (Figure 5) and a state

for insulin resistance (Figure 4) .
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The observation that treatment of rodents and humans with TZDs (rosiglitazone
and pioglitazone) leads to a gain in body weight due in part to fluid retention (Zhang et
al., 2005), led us to assess the implication of this phenomenon in spontaneously
hypertensive rats given a high fat diet or not subjected to treatment with the novel
PPAR agonist ( LPSF/GQ-130 ) for a period of 14 days. In the present study no
difference in body weight nor cardiac hypertrophy among the groups treated or not with
TZDs fed the control diet was observed. However, neither treatment with P1O, and with
the LPSF/GQ-130 was able to reduce the intake of HFD and increased body weight.
The body weight gain caused by the accumulation of visceral fat is the key factor of the
metabolic syndrome, and excess fat reduces insulin sensitivity in metabolically active
tissues. As seen in our study, chronic intake of saturated fat causes increased adipose
tissue, and according to the literature, this triggers an increase in the synthesis and
secretion of proinflammatory cytokines such as TNF- a and IL -6, which are important
inflammatory mediators causing the decrease of glucose transporters and insulin

resistance ( Howard, 1999) .

In our experimental conditions, we observed an improvement in the
dyslipidemia and insulin resistance after treatment with pioglitazone or its analogue
(LPSF/GQ-130). These data are related to Saiki et al (2007) where it was shown that
pioglitazone significantly suppressed the accumulation of visceral fat in mice with
metabolic syndrome.

Although we have not observed a significant reduction in the amount of fatty
tissue in animals fed HFD and treated with TZDs, blood glucose and insulin after
overload and areas under the curve of glucose and insulin showed a strong positive
correlation with increasing visceral fat, indicating that there are significant changes in
glucose metabolism, which could be seen through the glucose tolerance and insulin
tests. However, treatment with PIO and LPSF/GQ-130 reversed these pattern.

TZDs increase insulin sensitivity by being selective ligands of the nuclear
transcription factor PPARY (nuclear receptor activated by peroxisome proliferator vy),
more densely expressed in skeletal muscle and adipose tissue, where they exert a central
role in controlling gene expression, differentiation adipocytes and increase in glucose
transporter (GLUT-4) ( Yki - Jarvinen , 2004).
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In our work we performed in all experimental groups at two months of age,
biochemical tests in animals and through these we also noticed that all the biochemical
profile within normal limits values thus selected for the experiments. On these
biochemical parameters investigated in our study, the group fed the HFD had
significantly higher plasma levels of glucose, total cholesterol, HDL-c, phosphatase
alkaline, C-reactive protein and urea, when compared to group C. But treatment with
P1O was effective in decreasing plasma levels of total cholesterol, HDL-C, CRP, and
treatment with LPSF/GQ-130 reduced levels CRP.

These effects observed after treatment with TZDs are explained mainly by its
high affinity for union and activation of PPAR receptors, and stimulation of the stock of
free fatty acids in adipose tissue, sparing the liver, skeletal muscle, and probably the
cells pancreatic islets from lipotoxicity (Spiegelman, 1998). Furthermore, increase
adiponectin levels and HDL-c, exerting anti-inflammatory action (decrease of IL-6)
(Schoonjans et al., 1996).

Studies investigating the association between metabolic syndrome and
cardiovascular changes show that chronic inflammation may be a determinant of insulin
resistance and CRP levels are presented as effective inflammatory markers (Ndumele et
al., 2006, Rosenbaum and Ferreira, 2003) . In our study, animals fed with HFD and a
state of insulin resistance showed elevated levels of CRP and probably a compensatory
hyperinsulinemia, yet has not been verified experimentally, and these data corroborate
those of Frohlich et al., (2000 ) .

However, as treatment with TZDs reverted insulin resistance, CRP levels were
normalized, but only the treatment with PIO values decreased circulating insulin. As in
some cases the IR by itself or acting through hyperinsulinemia triggers changes in blood
pressure, which highlight the importance of this parameter. In our study we observed
that the high-fat diet did not alter the blood pressure of animals, and treatment with
TZDs also did not influence these parameters. Scientific findings that relate the intake
of high calorie and / or high fat obesity and changes in cardiovascular function in
animal models diet had methodological discrepancies that hinder a consensus in this
area (Contreras and Williams , 1989; Santos and Vianna, 2007; Zhang et al., 1994).

The hypertension in adult SHR rats is associated, among other factors, with an

increase in total peripheral resistance, sympathetic overactivity, and oxidative stress
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(Pausova, 2006; Potts et al., 1998). The absence of change in blood pressure in the HFD
group probably reflects that obesity did not alter the factors involved in blood pressure
control, these data are likely to be confirmed by the study of the baroreflex mechanism.
Despite the HFD and treatment with TZDs have not exercised significant
influence on blood pressure levels during the study of vascular reactivity, both the aortic
rings of the animals of the HFD groupshowed clear impairment in vascular relaxation
mediated by acetylcholine, resulting in an imbalance between vasoconstrictor and
vasodilator factors . But treatment with both pioglitazone and LPSF/GQ-130 shows an
improved vasorelaxant response to ACh, this improvement may be associated with
decreased insulin resistance and CRP implying an attenuation of vascular inflammation.
The decrease in CRP observed in our study has been demonstrated by other authors
after the use of TZDs in patients with or without diabetes (Frederich et al., 1995;.
Frontoni et al., 2003), confirming the anti-inflammatory effect of this therapeutic class.
Then, we suggest that the improvement in insulin resistance is most important for the

improvement of endothelial function that glucose lowering.

Some mechanisms are described to explain the improvement in endothelial
function with the use of PPAR agonists. The decrease in insulin resistance may increase
NO production, since under physiological conditions, insulin increases the expression of
the enzyme endothelial NO synthase (Zeng et al., 2000). Goya et al., (2004)
demonstrated by an in vitro experiment that these agonists may directly stimulate
expression of the enzyme endothelial NO synthase.

Another possible mechanism for improved endothelial function is the
antioxidant effect with decreased free radical generation by monocytes and
polymorphonuclear cells (Garg et., 2000). It is known that into the vascular wall,
thiazolidines decrease the production of adhesion molecules, and neutrophil chemotactic

proteins matrix metalloproteinase (Qin et al., 2006).

Published data suggest a direct role of CRP in the beginning or progression of
atherosclerotic lesions because CRP is a potent stimulator of the production of tissue
factor by macrophages, activates the complement system in vivo, binds to lipoproteins
such as LDL and VLDL facilitating their aggregation, and is expressed by monocytes

and accumulate in nascent atherosclerotic lesions in the aorta and human coronary
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arteries (Greenfield and Campbell, 2006; Ndumele et al, 2006.). In summary, this study
suggests that consumption of DH alters metabolic functions promoting dyslipidemia,
weight gain, changes in CRP levels, plasma insulin and IR in SHR, thereby mimicking
the metabolic syndrome (MS) observed in humans. The new thiazolidine derivative,
QA-130, is a promising candidate for the treatment of disorders related to RI by

improving vascular reactivity.
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Legends for figures

Fig. 1. Dietary intake, caloric and water from 2 months of age. Panel A represents the
average weekly consumption of the diet (g) and panel B, the average caloric intake
during 14 weeks. Panel C shows the water consumption. Control group exposed to
standard chow diet or (C) (o) fat diet (DH) (e), DH treated with pioglitazone (10 mg /
kg) (DH + PIO) (A), DH treated LPSF/GQ-130 (20 mg / kg) (DH + GQ) (m). Values
are expressed as mean = SEM, n = 6-8 animals, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
(vs. group C); ¥ p <0.05 (vs. DH). One and Two-way ANOVA followed by
Bonferroni's post hoc test.

Fig. 2. Changes of body weight (grams) over 14 weeks from 2 months of age. Control
group exposed to standard chow diet or (C) (o) fat diet (DH) (o), DH treated with
pioglitazone (10 mg / kg) (DH + PIO) (A), DH treated LPSF/GQ-130 (20 mg / kg) (DH
+ GQ) (m). Values are expressed as mean + sem, n = 6-8 animals; ** p <0.01 (vs. group
C), T p <0.05 (vs. DH). Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

Table 1

Weight of adipose tissue and relative weight (g / 100 g of body weight) of the principal
organs of the control animals exposed to standard diet (C), high-fat diet (DH), DH
treated LPSF/GQ-130 (20 mg / kg) (DH+GQ) DH treated with PIO (10 mg / kg)
(DH+PI0).Values are expressed as mean + SEM, n = 6-8 animals, * p <0.05, ** p <0.01
(vs. group C)

Fig. 3. Glucose Tolerance Test (GTT) (A) made after the period of exposure to DH and
treatment with TZDs (14th week) and comparing the area under the curve (B) the result
of TTG. Control group exposed to standard chow diet or (C) (o) fat diet (DH) (e), DH
treated with pioglitazone (10 mg / kg) (DH + P10) (A), DH treated LPSF/GQ-130 (20
mg / kg) (DH+GQ) (m). Values are expressed as mean £ SEM, (n = 6-8 animals). * p
<0.05, ** p <0.01 (vs. group C), T p <0.05 (vs. DH). Two-way ANOVA followed by
Bonferroni's post hoc test. (A) ANOVA one way followed by Bonferroni's post hoc test.

(B).

Fig. 4. insulin tolerance test (ITT) (A) made after the period of exposure to DH and
treatment with TZDs (14th week) and comparing the area under the curve (B) the result
of TTI. Control group exposed to standard chow diet or (C) (o) fat diet (DH) (o), DH
treated with pioglitazone (10 mg / kg) (DH + P10) (A), DH treated LPSF/GQ-130 (20
mg / kg) (DH+GQ) (m). Values are expressed as mean + SEM, (n = 6-8 animals). * p
<0.05, ** p <0.01 (vs. group C), T p <0.05 (vs. DH). Two-way ANOVA followed by
Bonferroni's post hoc test. (A), and one way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc
test. (B).
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Fig. 5. Plasma insulin levels after the DH period of exposure and treatment with TZDs
(14th week). Control group exposed to standard diet (C), high-fat diet (DH), DH
LPSF/GQ-130 treated (20 mg / kg) (DH + GQ), DH treated with P1O (10 mg / kg) (DH
+ PIO ). Values are expressed as mean + SEM, (n = 6-8 animals). * p <0.05, ** p <0.01
(vs. group C). One-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

Table 2

Effect of high fat diet and pioglitazone (P10O) or LPSF/GQ130 on plasma biochemical
parameters.Control group exposed to standard diet (C), high-fat diet (DH), DH
LPSF/GQ-130 treated (20 mg / kg) (DH + GQ), DH treated with pioglitazone (10 mg /
kg) (DH + PIO ). Values are expressed as mean + SEM, n = 6-8 animals, * p <0.05, **
p <0.01 (vs. group C); + p <0.05, 11 p <0, 01 (vs. HFD). One-way ANOVA followed by
Bonferroni's post hoc test.

Table 3

Values of systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), mean arterial

pressure (MAP) and heart rate (HR).Animals exposed to standard diet (C), high-fat diet (DH), DH
LPSF/GQ-130 treated (20 mg / kg) (DH + GQ), DH treated with P10 (10 mg / kg) (DH + PIO) . Values
are expressed as mean + sem, n = 5 animals per group.

Fig. 6. Curve endothelium-dependent relaxation mediated by ACh in aorta rings.
Control group exposed to standard diet (C) (o), C treated with PIO (C + PIO) (A), and C
treated with GQ-130 (C + GQ) (o) (Panel A), control group exposed to standard chow
diet or (C) (0), high fat diet (DH) (@), DH treated with pioglitazone (10 mg / kg) (DH +
PIO) (A), DH LPSF/GQ-130 treated (20 mg / kg) (DH + GQ) (m) (Panel B). Values are
expressed as mean = sem, n = 6-8 animals. ** p <0.01, *** p <0.001 (vs. group C), 1 p
<0.01 (vs. HFD). Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

Fig.7. Concentration-dependent curve to phenylephrine in the aorta rings. Control group
exposed to standard diet (C) (o), C treated with PIO (C + P10O) (A), and C treated with
GQ-130 (C + GQ) (o) (Panel A), control group exposed to standard chow diet or (C)
(o) fat diet (DH) (o), DH treated with pioglitazone (10 mg / kg) (DH + PIO) (A);
LPSF/GQ-130 DH treated (20 mg / kg) (DH + GQ) (m) (Panel B). Values are expressed



101

as mean = sem, n = 6-8 animals. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 (vs. group C); 1+
p <0.001 (vs. HFD). Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

Fig.8. concentration response curve to sodium nitroprusside in aortas rings. Control
group exposed to standard diet (C) (o), C treated with PIO (C + PIO) (A), and C treated
with GQ-130 (C + GQ) (o) (Panel A), control group exposed to standard chow diet or
(C) (o) fat diet (DH) (o), DH treated with pioglitazone (10 mg / kg) (DH + PIO) (A);
LPSF/GQ-130 DH treated (20 mg / kg) (DH + GQ) (m) (Panel B). Values are expressed
as mean + sem, n = 6-8 animals. 11 p <0.001 (vs. DH). Two-way ANOVA followed by
Bonferroni's post hoc test.
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Table 1
Macronutrients (Kcal %) Diet Control DHL
Carbohydrates 63,0 26,6
Proteins 23,0 15,0
Lipids 14,0 58,4

The mineralicos and vitamin contents of the DH were added according to the needs of
experimental animals described in the AIN 93-G Purified Diet Growth.
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Relative weight (%0)

Organ (g) Group C DH DH+PIO DH+GQ
Epididymal adipose tissue 1,02£0,1 1,60+0,2* 150%+0,1 1,56+0,1
Retroperitoneal adipose tissue 0,66+0,1  1,70%0,2* 1,60£0,1  1,90+0,3
Perirenal adipose tissue 0,20+0,0  0,27+0,0 0,27+0,0  0,26%0,0
ventricular wet 0,42+0,0  0,39%0,0 0,37+0,0  0,38+0,0
dry ventricle 0,08+0,0  0,08+0,0 0,08+0,0  0,09+0,0
Right kidney wet 0,40+0,0 0,30+0,0**  0,30+0,0 0,30£0,0
Kidney dry right 0,09+0,0 0,07+£0,0**  0,07+0,0 0,08+0,0
Left kidney wet 0,40+0,0 0,30+0,0**  0,34+0,0 0,30£0,0
Dry left kidney 0,09+0,0 0,07+£0,0**  0,07+0,0 0,07£0,0
Long digital extensor muscle wet 0,04+0,0  0,04+0,0 0,04+0,0  0,04+0,0
Long digital extensor muscle dry 0,01+0,0  0,01£0,0 0,01+0,0  0,01+0,0

Values are expressed as mean * e.p.m; n= 6-8 animals; *p< 0,05, **p< 0,01 (vs. group

C)

Figure 3
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Table 3

C DH DH+PIO DH +GQ
Glucose (mg/dL) 82,3+1,0 107,0+£3,5* 96,0£5,4 101,4+3,9
Total Cholesterol (mg/dL) 44,2+1,3 51,942, 4** 42,8+3,0F 53,9+1,8
HDL-c (mg/dL) 33,1+1,1 40,7+2,0* 32,541,811 41,7+1,9
LDL-c (mg/dL) 4,740,5 6,1+1,6 4,8+0,8 4,0+0,4
VLDL-c (mg/dL) 6,4+0,2 6,30,3 7,2+0,7 7,8+0,9
Triglycerides (mg/dL) 32,2+1,4 37,3+1,2 35,9+1,7 33,7+1,3
AST (U/L) 209,8+13,0 161,6+16,6 147,0+10,0 166,6+10,3
ALT (U/L) 73,3+1,8 79,721 76,8+1,9 83,724
Alkaline Phosphatase (U/L)  104,6+1,5 147,9+7,8* 135,3+6,3 131,644,2
PCR (mg/dL) 0,017+0,0 0,022+0,0* 0,015+0,07 0,014£0,01+
Creatinine (mg/dL) 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0
Albumin (g/dL) 3,30,1 3,6+0,2 4,0+0,0 3,8+0,3

Control group exposed to standard diet (C), fat diet (DH), DH treated with LPSF/GQ-

130 (20 mg/kg) (DH+GQ),

DH treated with pioglitazone (10 mg/kg) (DH+PIO).

Values are expressed as mean * e.p.m; n= 6-8 animais, *p< 0,05; **p< 0,01 (vs. grupo
C); T p<0,05, 1 p <0,01 (vs. group DH). ANOVA followed by a road test Bonferroni.

Table 4
C DH DH + PIO DH +GQ
PAS 209,1+7,0 191,7+1,6 190,6+4,4 195,5+ 5,7
PAD 167,9+ 7,2 155+ 2,4  155,1+5,1 152,5+ 8,3
PAM 181,9+7,3 167,216 166,9+4,5 167,7+5,8
FC 355,6+11,8 394,5+18 367,1%9,2 368,9+ 4,4

Control group exposed to standard diet (C), fat diet (DH), DH treated with LPSF/GQ-

130 (20 mg/kg) (DH+GQ),

Values are expressed as mean * e.p.m; n=5 animals per group.

DH treated with pioglitazone (10 mg/kg) (DH+PIO).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo sugere que o consumo da DH altera fungdes metabdlicas
promovendo dislipidemias, aumento de peso corporal, alteracdes nos niveis de PCR,
insulina plasmatica e RI em ratos SHR, mimetizando desta forma a sindrome
metabdlica (SM) observada em humanos.

As alteracbes do metabolismo lipidico e glicidico, assim como o0s niveis de um
importante marcador inflamatorio, a PCR podem ter contribuido para o aumento da
espessura da parede arterial e inflamagéo vascular dos animais SHR aqui estudados.

O novo derivado tiazolidinico, GQ-130, é um candidato promissor para 0
tratamento de disturbios relacionados a RI, diminuindo os niveis de PCR implicando
uma atenuacéo da inflamacgéo vascular.

Assim, mais estudos utilizando outros marcadores inflamatorios tais como IL-6,
TNF-a e expressao de proteinas, podem ser importantes para se definir o papel deste
candidato a farmaco na terapia da resisténcia a insulina e melhora na reatividade

vascular.



