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RESUMO
Tiazolidinadionas sdo agentes sensibilizadores de insulina que atuam ligando-se a
PPAR-y, que levam a alteracdes na expressao de reguladores chave da homeostase
lipidica e resisténcia a insulina. Neste estudo, foi avaliado o efeito do tratamento com
novos derivados de benzilideno tiazolidinadionas (BTZDs): 5-(4-cloro-benzilideno)-3-
(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (GQ2), 5-(4-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (GQ5), 5-(2,4-dimetoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona (GQ6), 5-(4-dimetilamino-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(GQ10) na resisténcia a insulina associada a hiperinsulinemia, hiperglicemia e
hiperlipidemia, em camundongos, induzidas por dieta. Primeiramente, o0s
camundongos foram submetidos a dois regimes dietéticos com dieta padrdo ou dieta
hiperlipidica, pelo periodo de 75 dias. Depois, os camundongos foram divididos
aleatoriamente em 7 grupos (n=6). O grupo normal (NC), e o grupo controle submetido
a dieta hiperlipidica (HFD-C), receberam veiculo (carboximetilcelulose) e os outros
grupos de camundongos receberam GQ2, GQ5, GQ6, G10 e Rosiglitazona (todos 30
mg/Kg/dia), respectivamente, uma vez por dia, diariamente, por via oral durante 15
dias. Todos os grupos de camundongos, com excecado do NC, foram submetidos a
dieta hiperlipidica durante o periodo de tratamento. Os niveis de peso corporal,
triglicerideos, colesterol total, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), glicose de jejum (FSG) e insulina de jejum (FSI) foram
analisados. O indice de resisténcia a insulina foi calculado usando o homeostasis
model assesment (HOMA-IR). Nenhum dos tratamentos causou alteracbes
significativas no peso corporal. Os niveis elevados de triglicerideos, colesterol total,
FSG e FSI dos grupos submetidos a dieta hiperlipidica foram reduzidos
significantemente (P<0,01) pelas BTZDs e pela rosiglitazona em comparacdo com o
grupo HFD-C. GQ5 foi 34% mais potente do que Rosiglitazona em termos de
diminuicdo dos niveis de insulina (P<0,05). Os indices HOMA-IR dos grupos tratados
com BTZDs e com Rosiglitazona foram significativamente melhores do que aqueles do
grupo HFD-C. Além disso, somente GQ2 e GQ5 reduziram os niveis de AST quando
comparados ao grupo HFD-C. Este estudo sugere que os derivados BTZDs nédo
somente reduzem a resisténcia a insulina em camundongos sob dieta hiperlipidica,
mas também a hiperinsulinemia, hiperglicemia e hiperlipidemia. Adicionalmente,

nenhum deles exerceu algum efeito adverso no figado ou no peso corporal.

Palavras-chave: Tiazolidinadionas; benzilideno-tiazolidinadionas; dieta; hiperlipidemia
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ABSTRACT

Thiazolidinediones are insulin-sensitizing agents that working by binding to PPAR-y,
which leads to alteration in the expression of key regulators of lipid homeostasis,
glucoregulatory and insulin resistance gene. In this study, it was evaluated the effect of
treatment with novel benzylidene thiazolidinediones (BTZDs) derivatives: 5-(4-chloro-
benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (GQ2), 5-(4-methoxy-
benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione  (GQ5), 5-(2,4-dimethoxy-
benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione  (GQ6), 5-(4-dimethylamino-
benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (GQ10) on insulin resistance
associated with hiperinsulinemia, hyperglycemia and hyperlipidemia in high-fat diet
induced mice. Firstly, mice were allocated into two dietary regimens either chow diet or
high fat diet, for the period of 75 days. After, the mice were randomly divided into 7
groups (n=6). The normal group (NC) and the high-fat diet control group (HFD-C)
received vehicle (carboxymethylcellulose) and the other groups of mice were treated
with GQ2, GQ5, GQ6, GQ10 and Rosiglitazone (all 30mg/Kg/day), once daily, orally for
15 days. All the groups except the normal group were on high-fat diet throughout the
period of treatment. Body weight, serum triglyceride and total cholesterol levels,
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), fasting serum
glucose levels (FSG) and fasting serum insulin levels (FSI) of all groups were assayed.
Insulin resistance index were calculated using homeostasis model assessment
(HOMA-IR). None of the treatments caused any significant alteration on body weight.
The elevated serum triglyceride, total cholesterol, FSG and FSI levels reduced
significantly (P<0.01) by BTZDs and rosiglitazone treated groups in comparison with
HFD-C group. GQ5 was 34% more potent than rosiglitazone in terms of decrease
insulin levels (P<0.05). HOMA-IR indices of BTZDs and rosiglitazone treated groups
were significantly (P<0.01) improved when compared to the HFD-C group. Moreover,
only GQ2 and GQ5 were able to reduce the serum AST levels when compared with
HFD-C group. This study suggests that these BTZDs derivatives not only reduces
insulin resistance in high-fat fed mice, but also corrected associated hyperinsulinemia,
hyperglycemia and hyperlipidemia. Additionally, none of them exerted any major

adverse effect on the liver or body weight.

Keywords: Thiazolidinediones; benzylidene-thiazolidinediones; diet; hiperlipidemia
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1. Introducéao
1.1 Importancia do modelo experimental

A maioria dos paises esta se defrontando com aumento de obesidade onde
a origem pode ser explicada, pelo menos em parte, por um estilo de vida
sedentario e uma anormal ingestdo de calorias (HAAG E DIPPENAAR, 2005).
Ainda, em paises em desenvolvimento, nos quais a urbanizacdo acelera a cada
dia é observado um taxa alarmante na reducdo de atividade fisica inerente ao
nosso moderno estilo de vida e também um grande aumento no consumo de
gordura saturada (RAVUSSIN, 2005; CERF, 2007). Portanto, em inumeros
individuos o balanco de energia (0 balanco entre a caloria ingerida e consumida)
mostra-se positivo e a massa corporea expande-se (SPIEGELMAN E FLIER,
2001). Esse conjunto de fatores tem aumentado o risco de varias doencas, tais
como: diabetes tipo 2, hiperlipidemia, doencas cardiovasculares e alguns tipos
cancer (KOPELMAN, 2000).

Um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento do diabetes
mellitus (DM) é a obesidade, principalmente abdominal, causada na grande
maioria pelo consumo excessivo de dietas rico em calorias originadas de gordura
saturada e acucares simples como frutose e sacarose (BRAY, NIELSEN e
POPKIN, 2004; CERF, 2007). De acordo com dados obtidos na literatura, pode-se
estimar que ainda neste século nosso pais tenha aproximadamente 11 milhdes de
individuos com DM. Relatos do Sistema Unico de Satde (DATASUS) mostram que
o DM ¢é a quinta indicacdo de hospitalizacdo e estd entre as dez maiores causas
de mortalidade no pais (DATASUS, 2008).

._H.-- ! : .cr)‘ | : o
i —— —ee -
P ieis da OME pars o provalindia o Chaberies: 30003 - 105}
2HI: B9 rrd ket e e dubitico
2330k 164 ml ey o disbhaticos

Figura 1. Prevaléncia mundial do diabetes e proje¢do de aumento até 2030 (WILD et al., 2004).
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A dieta representa um fator ambiental que pode influenciar numa desordem
metabodlica (SUMIYOSHI, SAKANAKA e KIMURA, 2006). A ingestdo de dieta rica
em gordura tem demonstrado contribuir para o desenvolvimento de sindromes, tais
como: hiperlipidemia, intolerancia a glicose, hipertensdo e ateroscleroses (MANN,
2002; FRIED E RAO, 2003).

Estudos para determinar os efeitos de gorduras sobre o perfil lipidico do
sangue datam de 1950s (CHANG et al., 2004) e mostra que diferentes dietas
compostas de gorduras podem modular os niveis do perfil lipidico dependendo da
composicao de &cidos graxos (NAGESWARI, BANERJEE e MENON, 1999; HU,
STAMPFER e MANSON, 1999). Vale destacar as principais classes de acidos
graxos que compdem variadas dietas citadas na literatura, tais como: Acidos
Graxos Saturados (AGS), Acidos Graxos Poliinsaturados (AGP) e Acidos Graxos
Monoinsaturados (AGM) (WILKES, BONEN, BELL, 1998; CINTRA et al., 2006).
Ingestdo de gordura na faixa de 40 a 75% do total de kilocalorias na forma de
lipidio saturado pode afetar a absor¢cdo de colesterol, a sintese de colesterol
hepatico, a sintese de acidos biliares, o numero e atividade de receptores de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (GARG e BLAKE, 1997; ROS, 2000), na
aceleracdo da progressao de lesdes glomerulares e tubulares renais (GAMBA et
al., 2001). A dieta também é tida como um importante fator no desenvolvimento da
hipercolesterolemia,  hipertrigliceridemia, da resisténcia insulinica, da
aterosclerose, da doenca do figado gorduroso e esteatose hepatica nédo alcodlica
(WILDING, 2006; BEGRICHE et al.,, 2006; CINTRA et al., 2006; SHARMA e
STAELS, 2007).

O desenvolvimento de modelos animais incluindo coelhos, galinhas
(GARCIA-FUENTES et al., 2002) porcos (HILL et al., 2001), roedores (LUSIS,
2000) e primatas ndo humanos (LIMA et al., 1998) que possam ser estudados em
laboratorio, sob condi¢des controladas, tem auxiliado na avaliagdo de eventos de
hiperlipidemia. O uso de camundongo em pesquisas tem diversas vantagens sobre
outras espécies (KRAUSE e PRINCEN, 1998; DAUGHERTY, 2002). Portanto, o
estabelecimento de modelos experimentais € de suma importancia para o estudo
de patogéneses de complicacdes, testes de novas prevencdes e modalidades de
tratamento (RIZVI et al., 2003).

11
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1.2 Tiazolidinadionas (TZDs)

1.2.1 TZDs: Estrutura Quimica

As tiazolidinadionas, glitazonas, sdo drogas sensibilizadoras da acédo da
insulina e representam hoje 21% das prescricdes para pacientes com DM tipo 2
nos EUA e 5% na Europa (YKI-JARVINEN, 2005). Apresentam como caracteristica
de sua estrutura quimica, um anel diona, que confere a atividade anti-
hiperglicémica, o restante da molécula difere entre as drogas do grupo e é
responsavel pela especificidade farmacodindmica e farmacocinética (FURNSINN e
WALDHAUSL, 2002). Inicialmente, vérias tiazolidinadionas foram sintetizadas e se
observou que elas apresentavam propriedades hipoglicemiantes, constatando que
a ciglitazona, quimicamente 5-[4-(1-metilciclohexilmetoxi)-benzil] tiazolidina-2,4-
diona, apresentava-se como a mais ativa da série (SOHDA et al., 1982). Em
seguida, a mesma equipe de pesquisa constatou que esta substancia também
exercia efeitos sobre o metabolismo da glicose e de lipidios em varios modelos
animais (SOHDA et al., 1982; FUJITA et al., 1983). A ciglitazona suprimia a
sindrome diabética tipo 2 (hiperglicemia, hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia),
acompanhada de diminuicdo da resisténcia a insulina. A toxicidade apresentada
pela droga, no entanto, inviabilizou seu uso na clinica. Atualmente, os farmacos do
grupo disponiveis no mercado séo, principalmente, a pioglitazona e a rosiglitazona
(Figura 2). Contudo a busca por novos derivados mais eficientes e menos toxicos

tem sido constante.

L s Ay S [*’h“x o]
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Figura 2. Estrutura da Pioglitazona (a) e Rosiglitazona (b) (Leite et al., 2007).

Através de reacbes de sintese organica, é possivel a adicdo de outros
grupamentos quimicos ao anel diona. Em trabalho realizado por Mouréo et al.,
(2005) foram sintetizados novos derivados de 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona por meio da via de sintese de benzilideno-tiazolidinadionas
(Figura 3), sendo estes: 5-(4 - cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (GQ2), 5-(4- metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

12
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(GQ5), 5-(2,4-dimetoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (GQ6) e
5-(4- dimetilamino-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)- tiazolidina-2,4-diona (GQ10).
Esses compostos em camundongos diabéticos induzidos por aloxana
apresentaram potencial hipolipidémico e hipoglicemiante, contudo, com baixa

toxicidade quando tratados por 15 dias.

0 GHTGHUZ % /WC} NO2

R = 4-Cl, 4-(OCHj3), 2,4-(OCHs),, 4-N(CHj3),

Figura 3. Via de sintese das benzilideno-tiazolidinadionas (Mouréo et al., 2005).

Em outro trabalho executado pelo mesmo grupo de pesquisa, derivados de
arilideno-tiazolidinadionas apresentaram uma reducdo nos niveis de glicemia e
triglicerideos de camundongos diabéticos induzidos por aloxana, apos 15 dias de
tratamento (Leite et al., 2007).

1.2.2 TZDs - ativadores do receptor nuclear PPAR ( peroxisome

proliferator-activated receptors) do tipo y

Tem sido demonstrado que as glitazonas tém como mecanismo de acao
uma ligacédo a receptores nucleares PPARy (Figura 4), os quais pertencem a uma
subfamilia de receptores nucleares que regulam a expressao génica em resposta a
uma ligagdo. PPARs existem como heterodimeros obrigatorios com o receptor X
retinéico (RXR) (TONTONOZ et al., 1994; TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008) e
estdo localizadas no nucleo no estado ndo ligado (BERGER et al., 2000). ApGs
adesdo ao ligante, uma mudanca conformacional leva a liberacdo de um co-
repressor e a ligacdo do co-ativador. As propriedades de ligacdo dos PPARs nao
sdo tao limitadas como os de outros receptores nucleares. Depois da adesao de
um ligante e da ativacao, os heterodimeros sédo capazes de aumentar ou reprimir
qgualquer expressao de gene atraves da ligacdo ao elemento responsivo & PPAR-y
na regido promotora dos genes alvo, principalmente os relacionados ao
metabolismo lipidico, glicidico e diferenciacdo celular (YANG, RACHEZ e
FREEDMAN, 2000; YKI-JARVINEN, 2004). Um segundo mecanismo de acéo do

PPARYy independeria de ligacdo direta com regides responsivas do DNA e

13
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resultaria em repressado a transcricdo genética. Este mecanismo de agéo estaria
associado a atividade antiinflamatéria e potencialmente anti-aterogénica do PPARy
através da repressao do fator de transcricdo nuclear kapa B (NF-kb). Este fator é
responsavel pela transcricdo de diferentes citocinas, moléculas de adesdo,
metaloproteinases e outras proteinas que participam do processo aterosclerotico
(ZHANG e YOUNG, 2002). Outro possivel mecanismo de acdo também
independente da ligacdo do agonista com receptor PPARy foi recentemente
descrito e estaria relacionado a uma influéncia na funcao mitocondrial (FEINSTEIN
et al.,, 2005). Esta acdo independente se daria por inibichio do complexo 1
mitocondrial, alterando o estado de energia celular.

O receptor PPARy é expresso principalmente no tecido adiposo, mas
também é expresso pelo figado, tecido muscular, célula B, endotélio e macréfago
(TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008), e recentemente foi descrito também nas
células hematopoiéticas (AKBIYIK et al., 2004). Seu principal ligante endégeno é
um derivado da prostaglandina D2 (15 DPGJ2) resultante do metabolismo do &cido
araquidénico (WILSON et al., 2000).

Lipoxigenases,
ciclooxigenases

Dieta, liberagdo
pelo adipdcito

Macrofago e
outras

Acido Graxo / células

4

Prostaglandinas
Leucotrienos

—-——-..______‘_‘_-_‘
/
“PPRE

Proliferagao de Peroxissomo,
Metabolismo de acidos graxos,
Homeostase lipidica,
Hepatocarcinogenese PPRE

. Diferenciacao de adipocitos,
Metabolismo de Acidos graxos Homeostase insulino-glicemica,
Homeostase lipidica Fungao macrofagica

Figura 4. Receptores nucleares PPARs e seus principios de acdo (BIOCARTA, 2008).

14



Aratjo, T.G. Efeitos metabdlicos in vivo de novos derivados benzilideno-tiazolidinadionas

1.2.3 TZDs - Resisténcia Insulinica, Acidos Graxos Livres,

Modulacao do Tecido Adiposo e dos Triglicerideos

Em individuos normais é observado, que a a¢ao da insulina inicia-se com a
sua ligacdo a um receptor especifico aumentando a atividade da tirosina quinase
do receptor, que assim fosforila a si mesmo e a outras proteinas (IRS-1 — substrato
do receptor de insulina) em diversos residuos de tirosina que transmitem adiante o
sinal. O IRS-1 pode promover a atividade de uma fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K),
isso tem varios efeitos, dentre eles a incorporacdo de GLUT-4 (i.e. transportador
de glicose regulado por insulina) a membrana, reforcando a captacéao de glicose no
musculo e tecido adiposo (Figura 5.) (KOOLMAN e ROHM, 2005; AIRES, 2008).
Vérios estudos tém documentado reducdo na sinalizacdo de insulina dos
adipocitos apos significativo consumo de dieta hiperlipidica, em particular, uma
reducdo acentuada da fosforilagdo insulino-mediada da tirosina do substrato
receptor de insulina-1 (IRS-1). Isto acontece principalmente devido a uma reducgao
da expressdo da proteina IRS-1 (RONDINONE et al., 1997). O aumento da
atividade serina-quinase, que esta associada a reducdo de fosforilagdo insulino-
estimulada de tirosina, também tem sido observada em adipécitos primarios na
DM2 (CARLSON et al., 2003). A atividade insulino-mediada de fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K) € reduzida nestes individuos conduzindo a uma diminuicdo da
atividade da proteina quinase B (CARVALHO et al., 2000). Além disso, a captagao
de glicose insulino-mediada in vitro é diminuida devido a insuficiéncia tanto na
sinalizacdo de insulina quanto na quantidade de mRNA e expressao protéica de
GLUT4 (CARVALHO et al., 2001).

Insulina
Receptor
o —-S-S- o de Insulina
S-S— —S—|S
Glicose
B Membrana celular B
A
] Tirosina Tirosina
; quinase guinase

Substrato do Receptor de Insulina (IRS-1)
Fosforilagdo de enzimas

: |
} ) }

] Transportador Sintese Crescimento e
\ de glicose de gordura expressdo génica
\

o S / \ Sintese de Sintese
N proteina de glicose

Figura 5. Insulina: transducao de sinal (GUYTON e HALL, 2006).
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Além da reducdo da sinalizacdo de insulina, existem indicagbes que a
diferenciagcdo do adipécito também é prejudicada. Adipocitos de individuos
insulino-resistentes mostram diminuicdo da expressdo de varios marcadores
terminais de diferenciacdo dos adipdcitos, tais como adipécito P2 (aP2) e
adiponectina, e aumento do particionamento lipidico com um posterior alargamento
das células adiposas existentes (YANG et al., 2004). Além disso, a atividade da
lipase lipoprotéica (LPL) € reduzida no tecido adiposo de modelos animais e
individuos com resisténcia a insulina associada a DM2, provavelmente devido ao
aumento da producdo de citocinas decorrente da resisténcia a insulina
(TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008). A reducdo global da atividade da LPL
possivelmente contribui para a hipertrigliceridemia observada no diabetes. Tem
sido reportado também que os genes e proteinas envolvidas no gasto de energia e
nas caracteristicas do fenétipo do tecido adiposo marrom sdo reduzidos em tecido
adiposo de individuos insulino-resistentes (YANG, ENERBACK e SMITH, 2003).

TZD é um grupo de agentes usados no tratamento do DM2 que melhoram a
sensibilidade insulinica nos tecidos periféricos, sem afetar significativamente a
secrecao de insulina a partir das células beta (WILDING, 2006). Tratamento de
pacientes com TZDs consistentemente baixa glicose de jejum e pos-prandial além
dos niveis de acidos graxos e aumenta a HDL-c. Estas melhorias sao geralmente
acompanhadas por uma remodelacdo do tecido adiposo, onde estimulam a
diferenciacdo de adipOcitos pequenos, que apresentam como caracteristica maior
sensibilidade & insulina e a apoptose dos adipdécitos maiores, que sdo 0s principais
responsaveis pela liberacdo de &cidos graxos livres, secre¢cdo de TNFa e
Interleucina 6 (IL-6) (LARSEN, TOUBRO e ASTRUP, 2003; TAN et al., 2004). A
diminuicdo da liberacdo de acidos graxos livres (AGL) tem efeitos benéficos na
secre¢do e na sensibilidade a insulina. Tem sido reportado que as glitazonas
redirecionam a captacdo dos AGL para o tecido adiposo por estimulo de proteinas
como a aP2, que se ligam aos AGL e FATP/CD36 (i.e. proteina transportadora de
acidos graxos) que transportam AGL e colesterol para o adipdcito (TAN et al.,
2004), porém, paradoxalmente tem sido observado algum ganho de peso.
Também é relatado que outros genes exibem aumento da expressao apos a
adicdo do ligante de PPARYy, incluindo o gene da lipase lipoproteica (LPL)
(TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008), enzima hidrolitica que libera &cidos graxos
de quilomicrons e lipoproteinas de densidade muito baixa na circulacao, e torna-os
disponiveis para absorcdo pelas células adiposas; e o gene da Acil CoA Sintase
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(ACS) (SCHOONJANS et al., 1995), que unidireciona o fluxo de &cidos graxos

para dentro das células através de um processo de esterificacao.

Vérias publicagbes tém relatado efeitos favoraveis das TZDs sobre a
sinalizacdo de insulina e a captacdo de glicose pelos adipécitos e tecido muscular.
Recentemente foi relatado o efeito de glitazonas na expressdo de diferentes
moléculas de sinalizacédo de insulina no tecido adiposo e muscular de pacientes
insulino-resistentes, e observou-se um aumento na expresséo do IRS-1 e GLUT-4,
bem como uma melhora na fosforilagéo de tirosina tanto no receptor de insulina
quanto no IRS (SHARMA e STAELS, 2007; TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008).
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Figura 6. Resumo das alteragfes da resisténcia insulinica no tecido adiposo (setas escuras), e
efeitos das TZDs (setas claras) (HAMMARSTEDT et al., 2005)

1.2.4 TZDs — Adipocitocinas

Moléculas secretadas a partir do tecido adiposo s&o vulgarmente
designadas por adipocitocinas ou adipocinas e incluem varios citocinas, horménios
e fatores de crescimento. Obesidade frequentemente muda a secrecdo de
adipocinas devido ao aumento da massa do tecido adiposo. Além de adipocinas,
os adipocitos expressam uma variedade de diferentes receptores de horménios,
citocinas e lipoproteinas. Algumas adipocinas estdo associadas com a regulacao
de insulina e de expressédo modulada pelos ligantes de PPARy, como demonstrado

a seqguir.
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1.2.4.1 TNF-a

Hoje em dia, TNF-a é conhecida como uma proteina multifuncional
envolvida na pro-inflamacdo, apoptose celular, metabolismo de lipidios e na
resisténcia a insulina. Niveis de mRNA e proteina TNF-a mostraram-se altamente
induzidos, em tecido adiposo de roedores obesos e diabéticos (HOTAMISLIGIL,
SHARGILL e SPIEGELMAN, 1993). A mesma observacédo foi feita em tecido
adiposo humano e concluiu-se que a expressdo de mRNA TNF-a foi positivamente
correlacionada com a massa de tecido adiposo. Além disso, os niveis de TNFa
correlacionaram-se positivamente com a hiperinsulinemia (WELLEN e
HOTAMISLIGIL, 2005).

Um dos principais efeitos moleculares da TNF-a é a ativacdo da NF-kB, que
regula muitos dos genes relacionados com a resisténcia a insulina (ARKAN et al.,
2005). Por exemplo, a alta expresséo de TNF-a suprime o fator de transcricdo para
0 gene GLUT4 (ROTTER, NAGAEV e SMITH, 2003). TNF-a também suprime a
expressao de PPARy (XING et al., 1997). A inibicdo do gene de TNF-a ou do
receptor de TNF conduz a uma melhoria na sensibilidade insulinica em roedores.
Além disso, TNF-a ativa a via JNK ((Jun N-terminal quinase) i.e. proteinas quinase
ativadas por stresse), mediando um aumento da fosforilacdo em serina do IRS-1 e,
assim, inibindo sua interagcdo com receptores de insulina e reduzindo insulina-

estimulada fosforilacdo em tirosina (LEE et al., 2003).

Estudos dos efeitos de TZD demonstraram supressdo da ativacdo do
promotor do TNF-a e, posteriormente, reduzida expressdao do mRNA para TNF-a.
O efeito inibitério do TNF-a sobre receptores de insulina e sinalizacdo de IRS-1 &
atenuado pelo TZDs, ou seja, o sinal de insulina € melhorado. TZDs também
evitam a inducdo dos genes regulados por NF-kB ativados por TNF-a (RUAN,
POWNALL e LODISH, 2003). Ademais, niveis plasmaticos de TNF-a diminuem
significativamente nos pacientes obesos tratados com TZDs (WELLEN e
HOTAMISLIGIL, 2005).

1.2.4.2 Interleucina-6 (IL-6)

A expressdo de IL-6 no tecido adiposo e o0s niveis séricos de IL-6 fora
positivamente correlacionados com obesidade e resisténcia a insulina (KERN et
al., 2001; SHARMA e STAELS, 2007). A expressao do gene e a secrecao protéica
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da adiponectina (discutidas abaixo) sé&o reduzidas por IL-6 (SOPASAKIS et al.,
2004). A IL-6 semelhante ao TNF-a, suprime a transcricéo do gene IRS-1 e GLUT-
4, bem como o PPARy (ROTTER, NAGAEV e SMITH, 2003). TZDs tém se
mostrado capazes de reduzir os efeitos da IL-6, in vitro e in vivo. Uma diminui¢éo
da sintese e secrecdo de mRNA IL-6 foi encontrada em células tratadas com TZDs
(LAGATHU et al., 2003; YKI-JARVINEN, 2004).

1.2.4.3 Adiponectina

A adiponectina € um hormonio de 30-kDa derivado do adipdcito que existe
como trimeros, hexameros e oligdbmeros com alto peso molecular (MAEDA et al.,
2002). A reducado dos niveis de adiponectina esta fortemente associada com a
obesidade e resisténcia a insulina. O tamanho da célula adiposa é inversamente
correlacionado com a expressdao génica (YANG et al.,, 2004). Pacientes nao
obesos com baixos niveis de IRS-1 sdo marcadamente insulino-resistentes,
exibindo hiperinsulinemia e reducdo dos niveis circulantes de adiponectina.
Recentemente, verificou-se que PPARYy € necessario para a transcricdo génica de
adiponectina e que TZDs induzem esta transcricao. Tem sido demonstrado que as
TZDs aumentam a secrecao de adiponectina em linhagens celulares, modelos
animais e em seres humanos (TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008).

Tecido Adiposo

RS-1
PI3-kinase

Liberacdode glicose OxidacaodeAG

Sensibilidade Retiradade AGL
Insulinica

Musculo

Figura 7. Interacdo de adiponectina e TNF-a no seu local de producéo e suas fungdes

no musculo esquelético (MAEDA et al., 2002).
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1.2.4.4 Resistina

Resistina é um polipeptideo de 12 kDa que foi pela primeira vez
caracterizada em 2001. Como o nome indica, resistina foi a primeira proteina
descoberta diretamente capaz de prejudicar a acdo de insulina e de induzir
resisténcia a insulina. Foi demonstrado que uma dieta rica em gordura bem como
a obesidade aumenta a expressdo da resistina e que tratamento com TZDs
poderiam diminuir a expressdo desse gene (WAY et al., 2001). Camundongos
geneticamente deficientes em expresséo da resistina apresentam niveis de glicose
de jejum significativamente mais baixos, devido a reducédo na producédo de glicose
hepética (BANERJEE et al., 2004).

1.2.5 TZDs — Macrofagos e MCP-1

Apés ingestdo de dieta que induza a hiperlipidemia de forma significativa
ocorre aumento no tamanho dos adipdcitos, e consequentemente aumento da
expressao e secrecdo de citocinas. Isso estimula as células do tecido adiposo para
secretarem quimioatraentes como MCP-1, que recrutam mondcitos e macrofagos.
Os macrofagos recrutados induzem a producdo de citocinas no tecido adiposo,
gue converte os sinais inflamatoérios (por exemplo, ativacéo da via NF-kB), levando
a uma maior resisténcia a insulina e diminuicdo na regulacdo de varios genes
relacionada com a funcdo do adipocito. Como os adipdcitos, macréfagos
expressam PPARy e aP2, e a ligacdo das TZDs a estas células reduz a ativagado
de macroéfagos e inibe a producdo citocina. Em pacientes tratados com TZD é
observado reducdo de MCP-1, com aparente diminuicdo no numero de
macréfagos e melhoramento da sensibilidade insulinica (SHARMA e STAELS,
2007; TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008).

1.2.6 TZDs — Aterosclerose

Estudos demonstraram uma relacdo positiva entre os altos niveis lipidicos
(colesterol e triglicerideos) e um aumento de casos de aterosclerose. Caracteriza-
se pelo acumulo de células musculares lisas em proliferacdo e macrofagos
carregados de oxLDL (LDL oxidado (modificado)), denominados células
espumosas (foam cells), principalmente colesterol esterificado, na superficie intima

das artérias, conforme demonstrado na figura 8 (LIBBY, 2002).
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Figura 8. Formacao da placa aterosclerética (LIBBY, 2002).

Aparentemente, a rosiglitazona estimularia a expressdo do receptor para
oxLDL (OLR1) em adipdcitos, que normalmente € expresso em células endoteliais
(GUAN, 2002), de modo que induz aumento na captacao de oxLDL e colesterol
total pelos adipocitos diminuindo seus niveis na circulacdo com possibilidade de
inibicdo da formacdo de placas ateroscleroticas (CHUI et al., 2005). Outra agéo
anti-aterogénica das TZDs, recentemente relatada na literatura, estaria associada
a diminuicdo da afinidade de ligacao entre as particulas de LDL e as moléculas
complexas de proteoglicanos do endotélio vascular (CHUI et al., 2005). Esta acdo
resultaria em diminuicdo do tempo de permanéncia da LDL no subendotélio com
menor probabilidade de oxidagcéo da particula e formacgéo das células espumosas.
As glitazonas também parecem atuar no processo de efluxo de colesterol através
do estimulo a transcricao do transportador ligador a adenosina trifosfato (ABCAL).
Esta proteina, transmembrana, atua no efluxo do colesterol e fosfolipideos,
permitindo que o colesterol se ligue a apolipoproteina Al e inicie o processo de
transporte reverso (TANNOCK et al., 2004). Em alguns trabalhos também foi
observada diminuicdo da proteina C reativa ultra-sensivel com as glitazonas
(KOSHIYAMA et al., 2001).

O aumento dos niveis do inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1) no
endotélio é induzido por TNFa e outras citocinas, sendo um dos fatores que fazem
parte do estado pro-trombdético freqiientemente observado no paciente com DM2 e
resisténcia insulinica (HAAG e DIPPENAAR, 2005). Estudos in vitro demonstraram
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que a rosiglitazona e a pioglitazona modularam a expressao de PAI-1
independente da ativacdo do receptor PPARy (KUREBAYASHI et al., 2005). A
reducdo dos niveis circulantes de PAI-1 em pacientes com DM2 resultaria em

melhora do estado pro-trombatico.

A disfuncdo endotelial faz parte do processo fisiopatologico da
aterosclerose e é caracterizada pela menor producdo ou maior inativacao do 6xido
nitrico (NO) (LIBBY, 2002). Em individuos normais, apos ligacao da insulina com
seu receptor ha ativacdo da NO sintase e, portanto, da producdo de NO. Na
resisténcia insulinica (DM2, hipertensdo e obesidade), este processo encontra-se
alterado, sendo o mecanismo mais provavel a inativacdo do NO pelas espécies
reativas de oxigénio (ROS) no paciente diabético (WANG, GOALSTONE e
DRAZNIN, 2005). As ROS e, portanto, 0 estresse oxidativo, resulta do efeito da
hiperglicemia na ativacido de vias metabdlicas. Um dos mecanismos pelo qual as
glitazonas melhorariam a funcdo endotelial seria indireto e resultante da diminui¢cado
da glicemia e, portanto, da formacao de ROS e dos AGL circulantes (DANDONA e
ALJADA, 2004).

1.2.7 TZDs — Doenca do Figado Gorduroso e Hepatotox icidade

Uma larga fracdo de pessoas com sobrepeso e obesas pode desenvolver
esteatose hepatica caracterizada por acumulo de lipidio no figado, principalmente
os triglicerideos. Atualmente € estimado que mais de 70% das pessoas diabética e
obesas podem vir a apresentar a esteatose hepatica (figado gorduroso)
(BEGRICHE et al., 20086).

Resisténcia insulinica periférica aumenta a mobilizagdo de gordura
periférica e os niveis de acidos graxos livres (AGL). Entretanto, neste caso a
oxidacdo no figado ou a utilizagdo do AGL esta inibida. Assim, é observada uma
tendéncia de aumento de triglicerideos (TG) esterificado de AGL e uma reducéo na
liberacdo do mesmo pelo figado, levando a formacéo de depdsitos de gordura no
hepatdcito. A peroxidase lipidica do microssomo e a 3 oxidacdo da mitocondria
encontram-se com suas atividades reduzidas pela resisténcia insulinica, que
permite o figado ficar mais sensivel ao estresse oxidativo, principalmente a
peroxidacao lipidica. (WANG e LIU, 2003; BEGRICHE et al., 2006).
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Apesar de a hepatotoxicidade ter sido verificada com o uso de troglitazona,
0 que motivou a retirada da droga do mercado. Recentemente, foi demonstrado
gue o uso da pioglitazona e a rosiglitazona em pacientes com esteatose hepatica
resultou em melhora do padréo hepético histologico, diminuicdo dos niveis de
alanina aminotransferase e de gordura hepatica (SCHOFF e LUBBEN, 2003; YKI-
JARVINEN, 2004). Os autores atribuem este resultado a melhora da sensibilidade

insulinica e na remocé&o de lipidios e glicose do figado.
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Figura 9. Mecanismo da célula hepatica durante a doenca do figado gorduroso, e as

consequéncias na resisténcia insulinica e sobrevivéncia celular (BEGRICHE et al., 2006).

1.2.8 AcOes das TZDs —“ Overview”
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Figura 10. Resumos das ac¢des das tiazolidinadionas sobre o metabolismo (TONTONOZ e
SPIEGELMAN, 2008).
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2. Objetivos

Geral

Avaliar os efeitos metabodlicos de novos derivados de benzilideno
tiazolidinadionas: 5-(4 - cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (GQ2), 5-(4- metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(GQ5), 5-(2,4-dimetoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(GQ6) e 5-(4- dimetilamino-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(GQ10) em camundongos com hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,

hiperglicemia e hiperinsulinemia induzidos por dieta rica em gordura.

Especificos

1. Desenvolver hiperlipidemia em camundongos utilizando dieta rica em

gordura.

2. Quantificar os niveis séricos de colesterol total e triglicerideos, em
animais controle e submetidos a dieta hiperlipidémica.

3. Determinar se ocorre o desenvolvimento de resisténcia insulinica em

animais submetidos a dieta hiperlipidémica.

4. Investigar o] potencial anti-hipercolesterolémico e anti-
hipertrigliceridémico do tratamento, por via oral, com as drogas citadas

anteriormente, nos animais submetidos a dieta hiperlipidémica.

5. Avaliar o efeito do tratamento, com as drogas citadas, nos animais
submetidos a dieta hiperlipidémica, sobre o aspecto da resisténcia

insulinica.

6. Realizar uma avaliacdo hepatotoxica preliminar das drogas citadas, por
meio da analise dos niveis de alanina aminotransferase e aspartato

aminotransferase.
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3. Justificativa

Entre 1996 e 2000, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou 0 uso
comercial de novas glitazonas, para o uso em clinica médica, exemplo: a
troglitazone, a rosiglitazone e a pioglitazone. Entretanto, os pesquisadores
continuam desenvolvendo novos derivados de tiazolidinadionas buscando
maior eficacia e menor efeito colateral (WIERZBICKI, 2004). Portanto, a
investigacdo de novos derivados tiazolidinicos de baixa toxicidade, maior
seletividade e efeitos no metabolismo lipidico e glicidico, sdo de interesse para

ciéncia e tecnologia do Brasil.
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Abstract

Thiazolidinediones are insulin-sensitizing agents that working by binding to PPAR-
Y, which leads to alteration in the expression of key regulators of lipid homeostasis,
glucoregulatory and insulin resistance gene. In this study, it was evaluated the
effect of treatment with novel benzylidene thiazolidinediones (BTZDs) derivatives:
5-(4-chloro-benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione  (GQ2), 5-(4-
methoxy-benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione  (GQ5), 5-(2,4-
dimethoxy-benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione  (GQ6), 5-(4-
dimethylamino-benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (GQ10) on
insulin  resistance associated with hiperinsulinemia, hyperglycemia and
hyperlipidemia in high-fat diet induced mice. Firstly, mice were allocated into two
dietary regimens either chow diet or high fat diet, for the period of 75 days. After,
the mice were randomly divided into 7 groups (n=6). The normal group (NC) and
the high-fat diet control group (HFD-C) received vehicle (carboxymethylcellulose)
and the other groups of mice were treated with GQ2, GQ5, GQ6, GQ10 and
Rosiglitazone (all 30mg/Kg/day), once daily, orally for 15 days. All the groups
except the normal group were on high-fat diet throughout the period of treatment.
Body weight, serum triglyceride and total cholesterol levels, aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), fasting serum glucose
levels (FSG) and fasting serum insulin levels (FSI) of all groups were assayed.
Insulin resistance index were calculated using homeostasis model assessment
(HOMA-IR). None of the treatments caused any significant alteration on body
weight. The elevated serum triglyceride, total cholesterol, FSG and FSI levels
reduced significantly (P<0.01) by BTZDs and rosiglitazone treated groups in
comparison with HFD-C group. GQ5 was 34% more potent than rosiglitazone in
terms of decrease insulin levels (P<0.05). HOMA-IR indices of BTZDs and
rosiglitazone treated groups were significantly (P<0.01) improved when compared
to the HFD-C group. Moreover, only GQ2 and GQ5 were able to reduce the serum
AST levels when compared with HFD-C group. This study suggests that these
BTZDs derivatives not only reduce insulin resistance in high-fat fed mice, but also
corrected associated hyperinsulinemia, hyperglycemia and hyperlipidemia.
Additionally, none of them exerted any major adverse effect on the liver or body

weight.
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1. Introduction

During the last decades, the global prevalence of obesity and type 2 diabetes
has increased epidemically which will impose an accelerating burden on society
and health regulators (Hammarstedt et al., 2005). It is not surprising therefore
that the incidence of type 2 diabetes and a conglomeration of several condition
like dyslipidaemia, hypertension, insulin resistance, pro-thrombotic state,
inflammation and fatty liver is increasing in the developing world at an alarming
rate, with urbanization, which is accompanied by an increase in caloric intake
with higher saturated fat consumption, and a sedentary lifestyle (Haag and
Dippenaar, 2005; Pan et al., 2006). Clinical trials aimed at correcting abnormal
lipid profiles and insulin resistance have targeted a family of nuclear
transcription factors, the peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS)
(Kim et al., 2008).

Thiazolidinediones (TZDs), such as rosiglitazone and pioglitazone, are
insulin-sensitizing agents that working by binding to PPAR-y, which leads to
alteration in the expression key regulators of lipid homeostasis, glucoregulatory
and insulin resistance genes (Hevener et al., 2001; Tontonoz and Spiegelman,
2008). TZDs have been shown to reduce plasmatic glucose, lipid, and insulin
levels (Gross and Staels, 2007). In addition, PPAR-y agonists enhance
adipocyte differentiation and increase the insulin sensitivity of tissues (Norris et
al., 2003). Owing to the estimated epidemic in type 2 diabetes and obesity, the
increasing financial and social costs, and the complicated pathology of the
diseases, identification of novel compounds are needed that address both
insulin resistance and the dyslipidaemic components of the diseases (Leite et
al., 2007).

The structural characteristic common to all TZDs is a thiazolidinedione
ring, to which divergent molecular moieties are attached. Because different
TZDs as well as compounds with structures resembling the thiazolidinedione
ring carry comparable antidiabetic potentials, the thiazolidinedione ring is
assumed to relate to antihyperglycaemic TZD action, whereas the substituted
moieties seem to modulate pharmacokinetic and pharmacodynamic properties

(Furnsinn and Waldhausl, 2002). In previous study, it was designed a research
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of synthesis and biological evaluation of novel derivatives of the 5-benzylidene-
3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione  substituted on the benzylidene
moiety, in that work it was showed that the new compounds presented
hypoglycaemic and hypotriglyceridaemic activity in alloxan induced diabetic
mice (Mouréo et al., 2005). Therefore, on the basis of such previous results, the
current study was an attempt to evaluate these benzylidene thiazolidinediones
(BTZDs) derivatives for their effect on blood lipid profile, blood glucose levels

and insulin resistance in mice fed a high fat diet.

2. Material and methods

2.1 Materials

A novel BTZDs derivatives: 5-(4-chloro-benzylidene)-3-(4-methyl-
benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (GQ2), 5-(4-methoxy-benzylidene)-3-(4-methyl-
benzyl)-thiazolidine-2,4-dione  (GQ5), 5-(2,4-dimethoxy-benzylidene)-3-(4-
methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (GQ6), 5-(4-dimethylamino-benzylidene)-
3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione  (GQ10) were synthesized as
described earlier ( Mouréo et al., 2005). Rosiglitazone (5-(4-{2-[methyl(pyridine-
2-yl)amino]ethoxi}benzyl)-1,2-thiazolidine-2,4-dione) was purchased from
(GlaxoSmithKline, Brazil ). For oral administration, the new compounds and
rosiglitazone was suspened in a vehicle composed of 0.5% carboxymethyl
cellulose (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)). Other chemicals used in this study
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

2.2 Animals

Adult Swiss albino male mice, 35-40g, bred in the Aggeu Magalh&es Research
Center (CPgAM) were housed under a 12/12 h light/dark cycle in a controlled
environment (room temperature: 22 + 3C, humidity: 55 £+ 5%) provided with feed
(Labina, Purina Brazil Ltd.) and water ad libitum. All animals protocols of the
experiment were approved by the Animal Care and Use Committee at the Federal
University of Pernambuco and are in accordance with the guidelines for Care and Use

of Laboratory Animals.
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2.3 Experimental group and drug administration

Firstly, mice were allocated into two dietary regimens either chow diet or
high fat diet ad libitum, respectively, for the period of 75 days. The high fat diet
containing: oxen brain, butter and standard chow. After, the mice were
randomly divided into seven groups, each group having 6 mice. The normal
group (NC) and the high-fat diet control group (HFD-C) received vehicle, once
daily, orally for 15 days. The other groups of mice received GQ2, GQ5, GQ6,
GQ10 and Rosiglitazone (all 30mg/Kg/day), respectively, once daily, orally for
15 days. All the groups of mice except the normal group were on high-fat diet
throughout the period of treatment. Before and on the 16th day, after an
overnight fasting, the blood samples were withdrawn, with a capillary, from
mice-cavernous sinus under light ether anesthesia for biochemical parameters
determination. After the last measurement the mice were sacrificed by

decapitation.

2.4 Biochemical Assay

The serum was separated by centrifugation (3500 x g, 5 min). Serum
glucose, triglyceride, total cholesterol and the activity of alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were directly
measured by enzymatic spectrophotometric methods (Labtest Diagnostica,
Brazil). The remaining serum samples were then stored at - 20C, till the insulin
levels were determined by automated microparticle enzyme immunoassay
(MEIA) (Abbott Laboratories, IL) (Rood et al., 1999) with mouse insulin as a
standard. Insulin sensitivities were estimated using homeostasis model
assessment - estimated insulin resistance (HOMA-IR); HOMA-IR = [fasting
serum insulin (uU/mL) x fasting serum glucose (mmol/L)]/ 22.5 (Mather, 2009).
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2.5 Statistical Analysis

Data are expressed as mean + S.E.M. Analyses were carried out with the
computer — based statistical software, SPSS (SPSS for Windows, version 11.0,
Chicago, IL). To determine treatment effect and compare differences among
group means, data were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post
hoc test. P < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1 Serum lipids levels

The effect of BTZDs derivatives on serum lipids were examined at the
end of the treatment (Fig. 1 and Fig. 2). The elevated serum triglyceride levels
was significantly (P<0.01) reduced by 42%, 44%, 28%, 23% and 43%
respectively in GQ2, GQ5, GQ6, GQ10 and rosiglitazone treated groups, when
compared to the HFD-C group (Fig. 1). The serum total cholesterol levels
showed considerably reduction (P<0.01) by 40%, 27%, 36%, 22% and 35%
respectively in GQ2, GQ5, GQ6, GQ10 and rosiglitazone treated groups, as
compared to the HFD-C group (Fig. 2).

3.2 Fasting serum glucose levels, serum insulin lev  els and insulin
resistance index (HOMA-IR)

Table 1. Lists fasting serum glucose levels (FSG), fasting serum insulin
levels (FSI) and HOMA-IR in all groups. The elevated FSG were brought back
to normal levels in GQ2, GQ5, GQ6, GQ10 and rosiglitazone treated groups (by
29%, 46%, 36%, 38% and 44%, respectively). Treatment with GQ2, GQ5, GQ6,
GQ10 and rosiglitazone significantly reduced FSI (P<0.01) by 27%, 65%, 33%,
56% and 48%, in comparison with HFD-C group. GQ5 was 34% more potent
than rosiglitazone in terms of decrease insulin levels (P<0.05). Insulin
sensitivity, as accessed by HOMA-IR indices of GQ2, GQ5, GQ6, GQ10 and
rosiglitazone treated groups were significantly (P<0.01) improved by 49%, 81%,

57%, 73% and 71%, respectively, when compared to the HFD-C group.
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3.3 Serum activities of ALT and AST

Serum ALT and AST activities in all groups are shown in Table. 2. An
elevation in ALT and AST was seen in HFD-C when compared to the NC group.
After 15 days of treatment no difference was evident in ALT levels among the
groups. When the data were compared with HFD-C group, only GQ2 and GQ5
were able to reduce the activity of AST (P<0.01) by 12% and 17%, respectively.

3.4 Weight gain

A significant elevation in body weight was seen in control mice fed a
high-fat diet in comparison to their normal diet fed counterparts. However, none
of the drugs treatments caused any significant alteration on body weight (Table
2).

4. Discussion

Diet represents one environmental factor that can influence a metabolic
disorder. This effects is well documented in animals and humans consuming
diets with a fat content >50% of total calories provides hyperlipidaemia and
insulin resistance (Riccardi et al., 2004). The administration of high-fat diet for
75 days to mice caused a significant elevation of serum triglycerides,
cholesterol and glucose levels, while also producing insulin resistance and
alterations on AST and ALT levels. One the most promising new classes of
drugs are the TZDs, such as rosiglitazone and pioglitazone, its use in recent
years has proven to be effective in improving insulin resistance and helping
patients resume normal glycaemic control. (Wilding, 2006; Uwaifo and Ratner,
2007). In the course of searching for more efficient and potent antidiabetic
compounds, in order to treat type 2 diabetes and obesity, this study now
describes novel thiazolidinediones analogues, as designed as a novel
benzylidene thiazolidinediones derivatives (GQ2, GQ5, GQ6 and GQ10), which

demonstrated an effective improvement on insulin resistance and blood lipid
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and glucose profile with no adverse affect on the liver or body weight in high-fat
diet induced mice.

It should be considered that PPARy agonism ameliorated the ‘lipid
overload’ condition in obese, dyslipidaemic rats by: 1) increasing the ability of
the adipose tissue to take up and store plasma free fatty acid, 2) enhancing
insulin mediated suppression of systemic fatty acid mobilization, 3) lowering
hepatic triglyceride production and augmenting plasma triglyceride clearance
(Edgley et al., 2006), 4) increasing of lipoprotein lipase activity that releases
fatty acids from chylomicrons and very low density lipoprotein in the circulation
(Laplante et al., 2007) and 5) upregulating of oxidized low density lipoprotein
receptor 1 (LDLR1) that plays a significant role in oxLDL and total cholesterol
uptake in adipocytes (Chui et al., 2005). Our data showed that the BTZDs and
rosiglitazone reduced serum triglyceride and total cholesterol levels, with
emphasis on therapeutic effect of GQ2 and GQ5. These results corroborate
with Srinivasan et al. (2004) that demonstrated high dose of pioglitazone
(30mg/kg p.o.) for 2 weeks reduced total cholesterol and triglycerides levels in
high-fat diet fed rats, they also showed that the effect in reducing total
cholesterol levels was possible because of the high dose used. However,
previous studies with TZDs showed different effects on total cholesterol levels, it
was observed either increase or decrease on total cholesterol levels (Gegick
and Altheimer, 2004; Uwaifo and Ratner, 2007; Stolar et al., 2008). Our results
stick out the amelioration on lipid profile by GQ2 and GQ5 treatment that
appeared more effective than rosiglitazone treatment.

Elevated serum insulin along with mild hyperglycaemia and
hyperlipidaemia are the hall marks of insulin resistance, a major metabolic
disorder characterized by a decline in the ability of insulin to elicit a response
from target tissue (Pathan et al., 2008). Novel BTZDs was shown, like
rosiglitazone, to diminish fasting hyperglycemia, fasting hyperinsulinemia and
improve insulin resistance in high-fat fed mice as determined by the HOMA
which was developed by Matthews et al. (1985). Furthermore, GQ5 was found
to be more potent than rosiglitazone treatment in reducing the insulin levels.
Insulin resistance is often associated with compensatory hyperinsulinemia to
maintain normal glucose levels. Typically, the improvement in insulin sensitivity

during TZDs is often associated with reduced serum insulin levels. However,
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the mechanism of the reduced circulating insulin levels remains uncertain, but
has been partly attributed to reduced demand on beta-cell secretion (due to
improvement in peripheral insulin) (Tiikkainen et al., 2004; Osei et al., 2007).
Additionally, the increase on glucose utilization (largely a muscle function) and,
at higher doses, inhibition of endogenous glucose production (largely a liver
function) by TZDs (Chao et al., 2000), can help to explain the FSG reduction in
this study.

In high-fat diet induced mice, triglyceride esterified from free fatty acids
and cholesterol shows increasing trend whereas secreted by the liver shows
decreasing trending, thus leading to fat deposits in hepatocyte. Lipid peroxidase
of microsome was up-regulated and B-oxidation of mitochondrion was down-
regulated by insulin resistance, which make the liver more sensitive to oxidative
stress (Wang and Liu, 2003). TZD therapy is strongly associated with a
decrease in hepatic fat content, this effect is obtained from amelioration in
insulin resistance (Sharma and Staels, 2007). In this study, only GQ2 and GQ5
treated groups presented reduction on AST levels (mitochondrial enzyme), but
failed to reduce serum ALT levels (cytoplasmatic enzyme) in short treatment (2
weeks). Other studies demonstrated that treatment with TZDs was able to
reduce the circulating levels of liver transaminases (ALT and AST) in longer
treatment (after 48 week) (Buckingham, 2005). In addition, serum
transaminases (AST and ALT) are enzymes, which are of value in the diagnosis
of hepatotoxicity (Jaeschke et al., 2002). None of the treatments produced any
significant elevation of serum transaminases. This indicates that in the short
term and in the dose employed the drugs do not exert any adverse effects on
the liver.

Weight gain is side effect that may be associated with TZD treatment,
particularly when using higher doses (Pathak et al., 2002). In this study, the new
compounds and rosiglitazone, had no effect on body weight. However, this
result could have a relationship with the short period of treatment. Thus, this
also requires further investigation.

In summary, novel BTZDs derivatives not only reduced insulin resistance
in high-fat fed mice, but also corrected the associated hyperinsulinemia,
hyperglycaemia and hyperlipidaemia. Moreover, it also lowered the enzymatic

activity of serum AST, which usually rise as sequel to hiperlipidemia. None of
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them exerted any major adverse effect on the liver or body weight. Given that
type 2 diabetes and obesity disease has become a major health problem
worldwide, the exploration of BTZDs derivatives for the treatment of type 2
diabetes and obesity disorders, particularly those related to dietary factors,
would be speculated. Furthermore, the safety and efficacy of these novel

compounds in clinical and its underlying mechanism remain to be investigated.
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Fig. 1. The effects of treatments on serum triglyceride levels are given. Day 0, Day 75 and Day
91 indicate the fasting serum triglyceride level before high-fat diet induction, after high-fat diet
induction and after 15 days treatments, respectively. All mice except normal control received
high-fat diet along throughout the study (i.e. from Day 0 to Day 91). ROSI refers to rosiglitazone
treated groups. The values represent the mean + S.E. (n=6). One-way ANOVA with Tukey's
post hoc test was applied. *P<0.01 vs. HFD-C.
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Fig. 2. The effects of treatments on fasting serum total cholesterol levels are given. Day 0, Day
75 and Day 91 indicate the fasting serum total cholesterol levels before high-fat diet induction,
after high-fat diet induction and after 15 days treatments, respectively. The values represent the
mean = S.E. (n=6). One-way ANOVA with Tukey’s post hoc test.

* P<0.01 vs. HFD-C.
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Table 1. Effect of BTZDs derivates on fasting serum glucose and insulin, and homeostasis
model assessment values for insulin resistance (HOMA - IR)

FSG (mmol/L) FSI (uU/mL) HOMA-IR

NC 6.52 +0.43 5.93 +0.15 1.72 £0.13
HFD-C 9.47 +0.86 34.68 +2.29 14.64 + 2.06
GQ2 6.71+0.38 * 25.28 +3.37 * 7.52 +0.93 *
GQ5 5.12+0.27 * 12.03+1.43* % 2.74£0.42 *
GQ6 6.06 +0.39 * 23.31+3.83 * 6.28 +1.08 *
GQ10 5.88 +0.53 * 15.15 + 0.92 * 3.96 +0.45 *
ROSI 5.28 +0.44 * 18.16 +0.08 * 4.26 +0.37 *

Data represent the end of treatment (Day 91). ROSI refers to rosiglitazone treated group.
Values given are the mean + S.E. (n=6 ). * P<0.01 vs. HFD-C; 1 P<0.05 vs. ROSI.

Table 2. Effect of BTZDs derivates on body weight and serum ALT and AST levels.

Body Weight (g) ALT (U/L) AST(UIL)

NC 39.9+1.3 63.83 £ 6.54 101.51 + 11.84
HFD-C 51.3+2.4 87.53 +14.13 190.45 + 8.81
GQ2 49322 80.72 +7.88 166.91 +7.51 *
GQ5 50.6+ 1.7 88.48 + 8.88 157.75 £9.09 *
GQ6 49.0+35 84.41 £5.94 191.90 +9.90
GQ10 50.1+2.3 90.70 +8.23 196.63 +12.32
ROSI 50.2+2.8 82.98 + 14.01 172.08 +3.45

Data represent the end of treatments (Day 91). Values given the mean + S.E. (n=6). * P<0.01
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6. Conclusdes

1. Os camundongos submetidos a dieta rica em gordura desenvolveram

resisténcia insulinica associada a hiperinsulinemia, hiperglicemia e

hiperlipidemia.

2. Os novos derivados de BTZDs apresentaram um potencial anti-
hipercolesterolémico e anti-hipertrigliceridémico, em camundongos

alimentados com dieta rica em gordura.

3. O tratamento com 0s novos compostos promoveu melhoramento
significante sobre o aspecto da resisténcia insulinica em camundongos

submetidos a dieta rica em gordura.

4. Aparentemente o0 tratamento com 0S novos compostos nao
apresentaram hepatotoxicidade como efeito adverso, bem como néo
provocaram altera¢ces no peso dos animais.
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7. Anexos
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