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“Seja o que vocé quer ser, porque vocé possui apenas uma vida e nela
s0 se tem uma chance de fazer aquilo que quer. Tenha felicidade
bastante para fazé-la doce. Dificuldades para fazé-la forte. Tristeza para
fazé-la humana. E esperancga suficiente para fazé-la feliz. As pessoas
mais felizes ndo tém as melhores coisas. Elas sabem fazer o melhor das
oportunidades que aparecem em seus caminhos. A felicidade aparece
para aqueles que choram. Para aqueles que se machucam. Para aqueles
que buscam e tentam sempre. E para aqueles que reconhecem a
importancia das pessoas que passam por suas vidas."

Clarice Lispector
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RESUMO

As 6xido nitrico sintases (NOS) sao divididas em dois grandes grupos de enzimas, NOS
induzivel (iNOS) e NOS constitutivas (cNOS). Embora o 6xido nitrico (NO) seja um
importante mediador de defesa do organismo, a producdo excessiva de NO esta
envolvida na patogénese de muitas doencgas inflamatérias e metabdlicas. Alguns
estudos demonstram que o 6xido nitrico exdégeno e o NO produzido pela iINOS pode
induzir resisténcia a insulina em musculo e desempenha um papel importante na
hiperglicemia de jejum. Este estudo teve como objetivo sintetizar e investigar o efeito
de um potente e seletivo inibidor de atividade da iNOS, o lodato de S-Metilisotiouréia
(I-SMT) 5 mg/kg por dia, na hiperglicemia de jejum e na resisténcia a insulina em um
modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Foram observados os parametros

metabolicos e de sinalizagdo celular da Proteina quinase B/Akt (Akt) e os resultados

fornecem evidéncias de que o grupo tratado com |-SMT foi protegido contra o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, e intolerancia a glicose induzida por dieta
hiperlipidica. Portanto, propomos que potentes inibidores farmacolégicos, com
seletividade significativa pela iINOS podem representar uma nova abordagem
terapéutica para o tratamento da resisténcia a insulina e suas complicagbes como o

diabetes tipo 2.

Palavras-chaves: Oxido Nitrico Sintases, Inibidores, |sotioureia, Resisténcia a

Insulina e Diabetes tipo 2.



ABSTRACT

Nitric oxide synthase (NOS) has been divided into two major sub-enzymes, inducible
NOS (iNOS) and constitutive NOS (cNOS). Although nitric oxide (NO) is an important
defense mediator, the excessive production of NO has been involved in the pathology
of many inflammatory and metabolic diseases. Some studies demonstrate that
exogenous nitric oxide (NO) and the NO produced by iINOS can induce insulin
resistance in muscle and plays an important role in fasting hyperglycemia. This study
investigates the effect of a potent and selective iNOS activity inhibitor, the S-
Methylisothiourea lodide (SMT-1) 5 mg/kg per day, in fasting hyperglycemia and
insulin resistance in diet-induced obesity model. We observed the metabolic
parameters and Akt signalization and these findings provide evidence that the SMT-I
treated group are protected against the development of insulin resistance, glucose
intolerance and diet-induced obesity. Therefore, we propose that highly selective
inhibitors of INOS activity may represent a novel therapeutic approach for the therapy

of insulin resistance and its complications as type 2 diabetes.

Keywords: Nitric Oxid Synthases, Inhibitors, Isothiourea, Insulin Resistance and Type
2 Diabetes.
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Com a descoberta da insulina ha aproxidamente um século, muitos pesquisadores
tém se dedicado ao estudo desse hormdnio e seus mecanismos moleculares de agao.

Esses estudos sdo de extrema importancia na compreensdo dos mecanismos de
resisténcia a insulina, presentes na fisiopatologia de diversas doengas, como obesidade e
diabetes mellitus tipo 2, além de estar associada a outras enfermidades endocrinas como
hipercortisolismo e acromegalia (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

O Diabetes ¢ uma doenga metabdlica cuja caracteristica principal ¢ a
hiperglicemia de jejum. Mesmo sendo conhecida desde a antiguidade, somente no ultimo
século ocorreram maiores avangos na compreensao de sua fisiopatologia.

A idéia de resisténcia a insulina como mecanismo fisiopatologico principal do
Diabetes tipo 2 foi comprovada por estudos de Roth (KAHN; FLIER et al., 1976), Reaven
(REAVEN, 1988) e Olefsky (KOLTERMAN; INSEL et al., 1980).

Atualmente, sabemos que a resisténcia a insulina acontece em varios tecidos
envolvidos com seus efeitos metabolicos (DEFRONZO, 1988). No entanto, o
aparecimento sintomatico do Diabetes tipo 2 estéd relacionado a um evento posterior ao de
resisténcia a insulina, que ¢ a faléncia das células f do pancreas, que num determinado
momento evolutivo da doenca perdem a capacidade de compensar a resisténcia a insulina,
com o aumento de sua secrecdo (LEVY; ATKINSON et al. 1998; MATTHEWS; CULL et

al. 1998).

1.1 Insulina

A insulina ¢ hoje o hormonio anabdlico mais conhecido e ¢ essencial para a

manuten¢do da homeostase de glicose e do crescimento e diferenciagdo celular. Esse
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hormonio ¢ secretado pelas células B das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos
niveis circulantes de glicose e aminodcidos ap6s as refeigdes. A insulina regula a
homeostase de glicose em varios niveis, reduzindo a produ¢do hepatica de glicose (via
diminuicdo da gliconeogénese e glicogenolise) e aumentando a captagdo periférica de
glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. A insulina também estimula a
lipogénese no figado e nos adipdcitos e reduz a lipdlise, bem como aumenta a sintese e
inibe a degradacao protéica.

A acdo da insulina na célula inicia-se pela sua ligacdo ao receptor de membrana
plasmatica. Este receptor estd presente em praticamente todos os tecidos dos mamiferos,
mas suas concentracdes variam desde 40 receptores nos eritrocitos circulantes até mais de
200.000 nas células adiposas e hepaticas. O receptor de insulina ¢ uma glicoproteina
heterotetramérica constituida por 2 sub-unidades a e duas subunidades [, unidas por
ligagdes dissulfeto (KAHN, 1985). A sub-unidade a ¢ inteiramente extracelular e contém o
sitio de ligagdo da insulina. A sub-unidade 3 ¢ uma proteina transmembrana responsavel
pela transmissdo do sinal e possui atividade tirosina quinase (KASUGA; KARLSSON;
KAHN, 1982). O ATP (adenosina trifosfato) age como doador de fosfatos e a fosforilagao
ocorre em residuos tirosina. O mecanismo molecular exato da agdo da insulina ¢é
desconhecido, mas parece depender da remocgao do efeito inibitorio da sub-unidade o sobre
a atividade da sub-unidade 3 do seu receptor.

A insulina induz a autofosforilacdo do receptor, aumentando a sua capacidade de
fosforilar um ou mais substratos protéicos intracelulares. A fosforilagdo de seus substratos

da inicio a uma série de eventos incluindo a cascata de reacdes de fosforilacdo e
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defosforilacdo que regula os seus efeitos metabdlicos e de crescimento (SUN;
ROTHENBERG et al., 1991; WHITE; KAHN, 1994; WHITE, 1997).

O primeiro substrato protéico descrito recebeu o nome de substrato 1 do receptor
de insulina ou IRS-1 (SUN et al., 1991). O DNA complementar (cDNA) do IRS-1 prevé
uma proteina de 1235 aminoacidos, sendo inicialmente denominada ppl85 por sua
mobilidade eletroforética. Posteriormente, foi observado que uma outra proteina de 190
kDa, identificada como IRS-2, é rapidamente fosforilada nos grupos tirosina em resposta a
insulina (CHEATHAM; KAHN, 1995). A fosforilagcdo da tirosina permite sua associacio a
proteinas que possuem dominios SH2 e SH3 de reconhecimento especifico para
fosfotirosina.

Desta forma, as proteinas IRS-1/2 desempenham funcdo essencial na transmissao
do sinal insulinico e a fosforilagdo desses substratos permite a interacdo com diversas
proteinas adaptadoras ou com atividade enzimatica, caracterizando o efeito pleiotropico da
insulina.

Ha uma estreita associacdo entre a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-
quinase) com IRS-1/2 ap6s estimulagdo com insulina (CARPENTER; CANTLEY, 1990).
A PI 3-quinase ¢ uma enzima que contém dois sitios SH2 e um SH3 (RUDERMAN et al.,
1990) e ¢ a mais bem estudada molécula sinalizadora ativada pela IRS-1. E uma
serina/treonina quinase e tem um papel importante em muitos processos celulares,
incluindo proliferacdo celular e captacdo de glicose. A molécula do IRS-1, quando
fosforilada em tirosina, permite a sua associa¢ao ao dominio SH2 da subunidade regulatoria
da PI 3-quinase, levando a ativagdo da enzima (CHEATHAM; KAHN, 1995). Esta enzima

catalisa a fosforilagdo do fosfatidilinositol (PI), do fosfatidil-inositol-4-fosfato (PI-4P) e do
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fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PI-4,5P2), resultando na estimulagdo do transporte de
glicose (CHEATHAM; VIOHOS et al., 1994; FOLLI; SAAD et al., 1992).

Algumas proteinas, como a p70S6K e Akt (proteina quinase B/PKB) sdo ativadas
pela via ligada a PI 3-quinase (SHEPPERD; WITHERS; SIDDLE, 1998; YENUSH;
WHITE, 1997) e tém um papel importante na regulacdo da expressao de genes e no
crescimento celular em resposta a inumeros estimulos (KUPRIYANOVA; KANDOR,
1999). Também foi observado em tecido adiposo, que a Akt em resposta ao estimulo da
insulina encontra-se ligada a vesiculas contendo o transportador de glicose — GLUT 4
(CARVALHO; SAAD, 1998).

Atualmente, a PI 3-quinase ¢ a unica molécula intracelular considerada essencial
para o transporte de glicose (SHEPPERD; WITHERS; SIDDLE, 1998). As proteinas alvo

conhecidas dessa enzima sdo a Akt e as isoformas atipicas da proteina quinase ¢ (aPKC -

e A), porém a fungdo destas proteinas no transporte de glicose ainda ndo estd bem
estabelecida (CARVALHO; SAAD, 1998; KUPRIYANOVA; KANDOR, 1999; YENUSH;
WHITE, 1997, SAAD; HARTMANN et al., 1995a).

A acdo insulinica pode ser afetada de maneiras diferentes por estados fisiologicos
ou fatores circulantes. A secrecdo ou administracdo em excesso de glicocorticoides,
glucagon, catecolaminas e hormoénio de crescimento induz resisténcia a insulina, presente
tanto em humanos quanto em animais. Condigdes fisiologicas como a gestacdo e o
"envelhecimento" também apresentam resisténcia a insulina. Com o uso de anticorpos
especificos anti-receptor de insulina, anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-PI 3-quinase e
antifosfotirosina, demonstrou-se, em cultura de células e em tecidos animais, que a

resisténcia a insulina pode estar associada a alteragdes nas primeiras etapas da agdo
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insulinica apds a ligagdo do hormodnio ao seu receptor (CARVALHO; BRENELLI et al.,,
1996; SAAD; HARTMANN et al., 1995a; SAAD; HARTMANN et al., 1995b, SAAD,;
MAEDA et al., 1997; THIRONE; CARVALHO et al., 1997, VERSPOHL; AMMON,
1980).

Diversos estudos epidemiologicos realizados indicam a ligacdo, tanto da obesidade
quanto do DM tipo 2, a um estado de inflamagdo subclinico, onde encontramos elevacdo do
nivel sérico de diversas citocinas inflamatérias (PICKUP, 2004). Hoje entendemos os
adipocitos como células imunologicas ativas, produtoras de citocinas, que também possuem

acdo reguladora do mecanismo (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005).

Stress, Estilo de vida,
Sedentarismo, Dieta
desbalanceada

Resisténcia a Insulina

Dislipidemia
Idade Citocinas: IL-6, TNFa e Obesidade
Reagentes de Fase Aguda Aterosclerose
Diabetes tipo 2
Imumdade Inata

Ativada
Esquema 01 — Fatores desencadeantes e citocinas envolvidas na resposta inflamatoria.

A primeira molécula a ligar os sistemas imune e metabolico foi o fator de necrose
tumoral o (TNFa), (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). Esta

interleucina inflamatdria foi descrita inicialmente como o principio ativo que levava a
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necrose tumoral em animais com infeccao bacteriana (GRAY; AGGARWAL et al., 1984;
PENNICA; NEDWIN et al., 1984).

Posteriormente foi identificada como mediador da hipertrigliceridemia e caquexia,
observados em animais cronicamente parasitados (BEUTLER; MILSARK; CERAMI,
1985). Como todas as interleucinas, possui um grande niumero de agdes fisiologicas, e
desencadeia suas fungdes intracelulares a partir da ligagdo com seus receptores de
membrana (HELLER; KRONKE, 1994).

Estudos realizados em modelos de animais com obesidade, ¢ também em humanos
obesos, mostraram uniformemente um aumento dos niveis de TNFa circulante (KATSUKI;
SUMIDA et al., 1998). Nestes modelos observamos também um aumento dos niveis
teciduais desta interleucina tanto em tecido adiposo quanto em tecido muscular
(HOTAMISLIGIL; ARNER et al., 1995; SAGHIZADEH; ONG et al., 1996). Nos modelos
animais com obesidade em que se observa menor resisténcia a insulina, observa-se também
menor concentragdo sérica de TNFa (HOTAMISLIGIL; PERALDI et al., 1996). Outro
achado interessante ¢ que a administragdo de TNFo tanto a animais, quanto a seres
humanos leva a um estado de resisténcia a insulina (LANG, 1992).

O grupo de evidencias que define uma possivel relagdo de causa e efeito entre
TNFa e resisténcia a insulina, veio do estudo de modelos animais com mutacdo nos
receptores de TNFa ou que ndo expressavam essa interleucina. Estes animais mostraram-se
protegidos do desenvolvimento de resisténcia a insulina associada a obesidade, fosse ela
dieteticamente ou geneticamente determinada. Mesmo o camundongo ob/ob, apesar de nao
ter sensibilidade 4 insulina, apresentou grande melhora (UYSAL; WIESBROCK et al.,

1997).
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Um dos principais mecanismos, de resisténcia a insulina, descritos ¢ a fosforilagao
do IRS-1 em serina, notadamente a da posi¢cao 307. Isto impede que o IRS-1 seja
posteriormente fosforilado em tirosina, e retrogradamente inibe a atividade tirosina-quinase
do receptor de insulina. Duas serinas-quinases serdo implicadas nesta agdo, a JNKI1 e o
complexo IKK. Sendo este, possivelmente, um dos mecanismos moleculares pelo qual
TNFa leva ao desenvolvimento de resisténcia a insulina (WELLEN; HOTAMISLIGIL,
2005). Além disso, a TNFa ¢ capaz de ativar um fator de transcricdo chamado NFKB que
faz algca de retro-alimentacdo positiva na via inflamatoéria, aumentando a transcricao de
diversas interleucinas relacionadas ao aparecimento de resisténcia a insulina, inclusive do
proprio TNFa.

Apbs a descoberta deste comportamento do TNFa, outras interleucinas pro-
inflamatérias mostraram-se capazes de ativar vias celulares relacionadas ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina, como IL6 e a IL-1B. Desta forma, estabeleceu-se
uma relagdo de causa e efeito entre a ativagdo das vias inflamatorias e a obesidade com
posterior desenvolvimento de resisténcia a insulina (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005).

A busca por explicacdes sobre os processos envolvidos na fisiopatologia do
diabetes tem revelado fatores surpreendentes que participam na prevengdo e

desenvolvimento desta doenga. Um grande exemplo € o 6xido nitrico.

1.2 Oxido Nitrico (NO)

O o6xido nitrico (NO) é um gas, que apresenta um elétron desemparelhado na sua

estrutura, portanto, ¢ um radical livre. O NO foi inicialmente identificado como um dos
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poluentes atmosféricos antes de ser implicado em fungdes bioldgicas nos mamiferos.
Posteriormente, o NO foi identificado como sendo a molécula sinalizadora, proveniente do
endotélio vascular, responsavel pela dilatagdo dos vasos sanguineos (PALMER; FERRIGE;
MONCADA et al., 1987; IGNARRO; BUGA et al., 1987); Ha mais de um século, a
nitroglicerina vinha sendo utilizada como droga no tratamento da angina pectoris, mas o
mecanismo de acdo da droga era desconhecido.

Os experimentos que levaram a descoberta do NO como sinalizador no
relaxamento vascular renderam aos pesquisadores Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro e
Ferid Murad o prémio Nobel de Fisiologia ¢ Medicina de 1998. Um passo importante para
o estudo dos efeitos do NO nos sistemas biologicos foi a identificagdo de enzimas capazes
de sintetiza-lo.

Eram conhecidos os efeitos do NO exo6geno, mas a afirmagdo deste como um
mensageiro quimico nos sistemas biologicos, ficou clara apds a identificagdo das enzimas

sintetizadoras de 6xido nitrico (nitric oxide synthase, NOS).

1.3 Enzimas Sintetizadoras de Oxido Nitrico (NOS)

As enzimas sintetizadoras de NO receberam originalmente nomes derivados do
local onde foram identificadas. Existem trés isoformas conhecidas: a 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) e a oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) (FORSTERMANN; CLOSS et al., 1994). As isoformas endotelial e
neuronal sdo consideradas constitutivas, por serem expressas em condigdes fisiologicas
basais. A atividade enzimatica destas duas isoformas ¢ dependente de calcio/calmodulina

(Ca2+/CaM), portanto controlada pelas variagdes da concentragdo de calcio intracelular. A
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isoforma induzivel de NOS ¢ assim chamada por ser expressa quando as células sao
estimuladas por fatores especificos, como citocinas e lipopolissacarideos (LPS). Diferente
de eNOS e nNOS, iNOS ¢ independente, ou ao menos, pouco dependente das
concentragdes de calcio intracelular (GELLER; LOWENSTEIN et al., 1993), sendo sua
atividade controlada principalmente pela expressao da enzima.

Outras nomenclaturas para as enzimas sintetizadoras de NO sdao: NOS1, NOSI,
ncNOS e bNOS para a isoforma neuronal; NOS2, NOSII e macNOS para a isoforma
induzivel e NOS3, NOSIII e ecNOS para a isoforma endotelial (FORSTERMANN, 2000).

Em sua estrutura, as enzimas NOS apresentam um dominio C-terminal
transportador de elétrons, denominado dominio redutor, um dominio ligante da calmodulina
e um dominio oxidante que forma o sitio catalitico da molécula (FORSTERMANN, 2000).
No dominio redutor, encontram-se os sitios de ligacdo para o co-substrato fosfato de
nicotinamida-adenina dinucleotideo (NADPH) e para os cofatores flavina-adenina
dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN). No dominio oxidante, encontram-
se os sitios de ligacdo para os cofatores ferroprotoporfirina IV (Heme), tetraidrobiopterina
(H4B), co-substrato O2 e para o substrato L-arginina (STUEHR; GHOSH, 2000).

Entre os dominios redutor e oxidante, encontra-se o dominio de ligacdo da
calmodulina. Préoximo a por¢do de ligacdo da FMN, existe uma sequéncia (al¢a) de auto-
inibi¢do que controla a ligacdo da calmodulina. Durante a sintese de NO as flavinas
adquirem elétrons do NADPH e os transfere para o ferro do grupamento heme, permitindo
a ligacdo do oxigénio e catalisando a producdo do NO a partir da L-arginina (STUEHR,
1997). Em nNOs e eNOS, esta transferéncia de elétrons ¢ induzida pela ligagdo da CaM,
diferente de iNOS, onde a ligacdo da calmodulina se d4 de maneira quase que irreversivel

(CHO; XIE et al., 1992). Além disso, iNOS ndo apresenta o segmento de auto-inibi¢ao do
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sitio de ligacao da calmodulina (SALERNO; HARRIS et al., 1997). Estas observagdes sao
consistentes com o fato de que iNOS produz altas doses de NO quando expressa.

A sintese de NO pela familia da NOS, da-se através da oxidacdo da L-arginina
formando L-citrulina. O processo pode ser descrito da seguinte forma: A L-arginina ¢
inicialmente hidroxilada ao intermediario L-N-hidroxiarginina, em seguida ocorre oxidagao
da L-N-hidroxiarginina formando L-citrulina com gera¢do concomitante de 6xido nitrico,

como demonstrado no esquema 02.
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Esquema 02 — Sintese de Oxido Nitrico a partir da L-arginina catalisada pela NO Sintase.
Adaptado de Patrick Vallance & James Leiper. Nature Reviews Drug Discovery, 2002.
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Alguns autores sugerem a existéncia de uma quarta isoforma de NOS,
exclusivamente presente nas mitocondrias, denominada de isoforma mitocondrial (mtNOS)
(GHAFOURIFAR; RICHTER, 1997; LACZA; SNIPES et al., 2003), no entanto, a sua
existéncia como uma isoforma diferente de eNOS ou iNOS ainda € controversa
(ZANELLA; GIORDANO et al., 2004; LOPEZ; ESCAMES et al., 2006).

Embora a participagdo do oxido nitrico nas fungdes fisioldgicas dos mamiferos
seja reconhecida, a produgdo de alta concentragdo de NO, como a que se segue apds a
expressao da iNOS, pode influenciar negativamente outras fungdes biologicas.

Além disso, compostos quimicos gerados em decorréncia da reatividade do NO com outras
moléculas, por exemplo as espécies reativas de oxigénio, podem gerar efeitos bioldgicos

indiretos.

1.4 Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS) e Resisténcia a Insulina

A iINOS ¢ uma proteina da via inflamatéria e estd relacionada a resisténcia a
insulina. A endotoxemia ¢ uma situacdo clinica relacionada a resisténcia a insulina, onde
observamos maior producdo hepatica de glicose e menor captagdo muscular de glicose
induzida por insulina (SPITZER; BAGBY et al., 1989; VIRKAMAKI; PUHAKAINEN et
al., 1992). A infusdo de lipopolissacarideos (LPS), obtidos de bactérias gram-negativas, em
ratos ou humanos ¢ um modelo experimental de endotoxemia. Algumas horas apos a
infusdo de LPS, dependendo da dose utilizada, observamos resisténcia a a¢do da insulina
tanto em modelos animais quanto em humanos (VIRKAMAKI; YKI-JARVINEN 1995;
AGWUNOBI; REID et al., 2000). Os mecanismos moleculares desta resisténcia a insulina

induzida pela endotexemia ainda ndo foram completamente esclarecidos.

24



Estudos demonstram a expressao de iNOS tecidual aumentada apds estimulo com
certas interleucinas e depois da infusdao de LPS. A iNOS parece estar relacionada ao
controle de infestacdes intracelulares, tendo acgdo bactericida e bloqueadora da via
metabolica de certos patogenos (BOGDAN, 2001). Inicialmente descrita em macrofagos,
pode ter sua expressao tecidual induzida em vérios tecidos diferentes, inclusive em tecidos
insulino-sensiveis, como muscular, adiposo ¢ hepatico (KURREK et al., 1995; RIBIERE et
al., 1996; KAPUR et al., 1997). Em tecido muscular a indu¢do da iNOS parece estar
associada ao desenvolvimento de resisténcia a insulina. O tratamento de culturas de células
musculares com LPS, TNF-a e interferon-y ( IFN-y) levou a diminui¢do da captagdo de
glicose induzida por insulina, em paralelo ao aumento da expressdo da iNOS. Este efeito
sobre a captagdo de glicose foi impedido com o tratamento concomitante de um bloqueador
da iNOS, a saber, aminoguanidina. Houve também reducdo da resisténcia a insulina
induzida pela infusdo de LPS quando os animais foram tratados com Aminoguanidina
(BEDARD; MARCOTTE; MARETTE, 1997).

Finalmente, hd aumento da expressdo da iNOS em musculo de modelos animais
de diabetes e obesidade, como os ratos Zucker e os camundongos ob/ob. O tratamento com
aminoguanidina também atenuou a resisténcia a insulina observada nestes animais
(SHIMABUKURO; OHNEDA et al., 1997; PIERCY; TOSELAND; TURNER, 1998).

Este aumento da expressdo da iNOS em modelos experimentais de obesidade
sugere que esta € outra via da resposta imune inata que est4 ativada na obesidade, podendo
ter participacdo fisiopatologica no desenvolvimento de resisténcia a insulina, de forma

semelhante as vias inflamatorias anteriormente descritas.
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Em 1997, Marete e seus colaboradores descreveram que tanto o NO liberado por
drogas doadoras de NO, quanto o produzido pela iNOS, leva a diminui¢ao da captagdo de
glicose, tanto por células musculares em cultura, quanto por tecido muscular isolado de
ratos. Estes achados sugerem uma participagdo direta do NO na indugdo da resisténcia a
insulina a partir do aumento da expressao da iNOS. Além disso, mostraram que a
resisténcia a insulina secundaria a infusdo de LPS, estava diretamente relacionada ao
aumento da expressdo da iNOS e maior produgdo de NO, em cultura de células musculares
e em tecido muscular isolado de ratos (KAPUR; BEDARD et al., 1997).

Mais tarde em 2001, o mesmo grupo mostrou que camundongos geneticamente
modificados, que ndo expressam a iNOS, ndo desenvolvem resisténcia a insulina apesar de
ganharem peso quando submetidos a dieta hiperlipidica. Esta protecdo metabdlica esta
relacionada a uma preservagdo da capacidade da insulina de ativar o IR e a Akt no tecido
muscular destes animais (PERREAULT; MARETTE, 2001).

Estes dados sugerem uma estreita relacao entre a via de sinaliza¢dao da iNOS com a
via de sinalizagdo da insulina, com uma possivel regulacdo negativa da primeira em relagio
a segunda. No entanto, o efeito de inibidores farmacolégicos da iNOS na resisténcia a

insulina nao foi totalmente elucidado.
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2. OBJETIVO
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O objetivo deste estudo foi sintetizar derivados inéditos da isotiouréia, suficientemente
seletivos e potentes, caracteriza-los através de métodos cromatograficos e de ressonancia
magnética nuclear, investigar e demonstrar o efeito destas novas moléculas como inibidores
farmacologicos seletivos da iNOS, na sensibilidade e sinalizagdo insulinica em figado,
musculo esquelético e tecido adiposo de animais induzidos a obesidade por tratamento com

dieta hiperlipidica.
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3. DESENHO EXPERIMENTAL
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Figura 03. 1 Intervengdes e coleta de dados: Glicemia (mg/dl); Peso médio (g); N =24 camundongos (4 Grupos)
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Animais Experimentais

Todos os animais foram obtidos do Biotério Central da Unicamp (CEMIB) e
mantidos em caixas individuais sob condicao padronizada de iluminagao (ciclo de 12 horas
claro/escuro) e temperatura de 22 + 2°C. O tratamento foi ministrado de forma aguda,
durante trés dias, uma dose ao dia na concentragdo de 5,0 mg/kg pelo método de gavagem
com aproximadamente 0,2 ml. Os procedimentos, como remog¢do de tecidos, foram
realizados apds o tratamento cronico de quinze dias com a droga e/ou placebo na agua de
ingesta dos animais, sendo I-SMT 5 mg/kg por dia 0 mesmo que 1 g/litro.

Foram utilizados camundongos Swiss macho com quatro semanas que receberam
dieta regular, racdo padrdo para roedores (Purina), e agua ad libitum. Esses animais foram
divididos randomicamente em dois grupos; aqueles tratados com I-SMT e aqueles tratados
com Placebo.

O mesmo modelo animal, com a mesma idade foi randomizado e recebeu dieta
hiperlipidica (elaborada em nosso laboratério) por 8 semanas e agua ad libitum. Esses
animais foram divididos da mesma forma; aqueles tratados com I-SMT e aqueles tratados

com Placebo.
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A tabela abaixo sugere a composi¢ao da dieta hiperlipidica utilizada:

Componentes Dieta Hiperlipidica (g/kg)
Gordura de Porco 330,00
Amido 123,50
Sacarose 100,00
Dextrina 132,00
Caseina 200,00
L-cisteina 3,00
Cloridrato de Colina 2,50
Oleo de Soja 0,00
Mistura de Sais 35,00
Mistura de Vitaminas 30,00
Fibras 50,00

Assim os animais foram randomicamente divididos em quatro grupos:

» Grupo Droga + Dieta Padrdo: Camudongos que receberam tratamento com a
droga e ragdo comercial para roedores;

» Grupo Placebo + Dieta Padrao: Camundongos que receberam tratamento com
o Placebo (veiculo) e ragdo comercial para roedores;

» Grupo Droga + Dieta Hiperlipidica: Camundongos que receberam dieta
hiperlipidica e tratamento com a droga;

» Grupo Placebo + Dieta Hiperlipidica: Camundongos que receberam dieta

hiperlipidica e tratamento com o Placebo (veiculo).

Os compostos testados foram sintetizados no laboratdrio do professor Dr. Roberto

Rittner (Instituto de Quimica da Unicamp) a partir da tiouréia. Esses compostos foram
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sintetizados, analisados e tiveram determinagdo de pureza por HPLC, espectrofotometria de

A ” 1 13
massa e ressonancia magnética nuclear (' H) e ("°C).

4.2 Sintese dos Compostos

Os compostos (1-4) foram sintetizados pela reacdo da tiouréia com o haleto
correspondente - Reacdo 1 (S PRAGUE; JOHNSON, 1937), apresentando mecanismo geral

semelhante (Reagdo 2).

H,N NH, HN NHs3
\C / . R=X Etanol \\C/
|| e | X
S S\
R

R = (1) ®C(H)CHs, (2) CHs, (3) L-mentila e (4) (CHs),CH; X=Cl, Br ou I

Reacdo 1. Rota sintética dos derivados da tiouréia.

q /R /R

=Y 5 5 g

ity R— ¥
po, B ok, W g
HpY K, HNT S,

Reacao 2. Mecanismo geral da reacao.

Al % 1 13 . 7
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de H e C~ foram obtidos através do

aparelho Bruker Avance DPX 250 (250 MHz para o 'H ¢ 63 MHz para o "°C).
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Preparo das Isotiouréias

o Sintese fenil-etil-isotiouréia:

Utilizando um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador de refluxo,
adicionou-se a solugdo contendo Tiouréia (5,58 g; 0,90 mmol) e etanol 95% (40 ml); apds a
dissolu¢do completa do composto foi acrescentado lentamente bromoetilbenzeno (10,3 g;
0,56. mmol). A solugdo foi deixada sob refluxo e agitagdo em banho de silicone a 75°C por
20 h. Ao término deste periodo e com a solucdo a temperatura ambiente, adicionou-se
benzeno (20 ml) sendo observada a formagdo de um liquido viscoso de coloragdo
amarelada. O benzeno foi rota-evaporado. A extragdo foi realizada com agua e acetato de
etila (1:1) (3 x 20 ml). Foi adicionado a fase organica sulfato de so6dio anidro e deixado em
repouso por 20 minutos. A solugcdo foi filtrada e o solvente rota-evaporado. A
recristalizagdo foi realizada em acetona a 0°C, a solugdo foi filtrada em Buchner e o

precipitado recolhido.

¢ Sintese metil-isotiouréia:

Utilizando um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador de refluxo,
adicionou-se Tiouréia (2,79 g; 0,45 mmol) e etanol 95% (20 ml) apds a dissolucdo do
composto foi acrescentado lentamente iodeto de metila (3,97 g; 0,28 mmol). A solugdo foi
deixada sob refluxo e agitacdo em banho de silicone a 75°C por 20 h. Ao término deste
periodo e com a solucdo a temperatura ambiente, adicionou-se 20 ml benzeno sendo
observado a formacao de um liquido viscoso de coloragdo ambar. O benzeno foi rota-

evaporado. A extracdo foi realizada com agua e acetato de etila (1:1), (3 x 20 ml). A fase
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organica foi adicionado sulfato de sddio anidro sendo deixado em repouso por 20 minutos.
A solucao foi filtrada e o solvente evaporado. O composto foi recristalizado em acetato de

etila a 0°C, a solugdo foi filtrada em Buchner e o precipitado foi recolhido.

¢ Sintese mentil-isotiouréia:

Nao se observou reagdo direta entre L-mentol ¢ a tiouréia (S PRAGUE;
JOHNSON, 1937), sendo necessaria a sintese prévia do cloreto de mentila (VOGEL'S,
1989). Utilizando um baldo de fundo redondo acoplado com um condensador de refluxo e
um funil de adi¢do, adicionou-se o cloreto de tionila (89,8 g; 750 mmol) ao mentol (43,5 g;
250 mmols), por aproximadamente 1h, sendo deixado em refluxo durante 4 h & 80°C. Apos
o resfriamento da solugdo (temperatura ambiente), a mesma foi neutralizada, usando
bicarbonato de sddio, obtendo 43,9 g de cloreto de mentila (rendimento de 93%). O cloreto
de mentila previamente preparado (36 g; 159,6 mmol) foi adicionado lentamente a solucdo
de tiouréia (10,2 g; 5,1 mmol) e etanol 95% (40 ml) em um baldo de fundo redondo
acoplado com um condensador de refluxo, sendo deixado sob refluxo e agitacdo por 40 h a
75°C. Ao término deste periodo e com a solucdo a temperatura ambiente, adicionou-se
benzeno (20 ml) sendo observada a formag¢ao de um liquido viscoso de coloragdo ambar. O
benzeno foi rota-evaporado. A extracdo foi realizada com benzeno e acetato de etila (1:1)
,(3 x 20 ml). A fase organica foi adicionado sulfato de sodio anidro sendo deixada em
repouso por 20 min. A solucado foi filtrada em funil de Buchner e o solvente evaporado. Foi
utilizado acetonitrila a temperatura de aproximadamente 70°C para efetuar a recristalizagao,
a solucdo foi deixada em repouso por 24h a temperatura ambiente, sendo posteriormente

filtrada e o precipitado recolhido.
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e Sintese isopropil-isotiouréia:

Utilizando um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador de refluxo,
adicionou-se a solucdo contendo Tiouréia (2,79 g; 0,45 mmol) e etanol 95% (20 ml). Apds
a dissolugdo do composto acrescentou-se lentamente iodeto de isopropila (5,13 g; 0,28
mmol). A solugdo foi deixada sob refluxo e agitacdo em banho de silicone a 75°C por 20 h.
Ao término deste periodo e com a solug@o a temperatura ambiente, adicionou-se benzeno
(20 ml) sendo observada a formacgdo de um liquido viscoso de coloracdo amarelada. A
extragio foi realizada com 4gua e acetato de etila (1:1), (3 x 20 ml). A fase organica foi
adicionado sulfato de so6dio sendo deixado em repouso por 20 min. O composto foi

recristalizado em cloroférmio, a solugdo foi filtrada e o precipitado foi recolhido.

4.3 Solucoes Utilizadas

» Tampao de extragdo (extrato total): foi utilizado para a extracdo das proteinas celulares
dos tecidos estudados, contém: Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano) 100 mM,
SDS (dodecil sulfato de sodio) 10%, EDTA (Acido etileno-diamino tetracético) 10 mM,
fluoreto de sodio 100 mM, pirofosfato de sodio 10 mM e ortovanadato de sodio 10 mM. O

ortovanadato foi colocado no momento de utilizagdo do tampao.

* Tampao de Laemmli (5X): foi usado para estocar o material extraido e sua posterior
aplicagcdo no gel de poliacrilamida para eletroforese (SDS-PAGE), contém: azul de

bromofenol 0,1%, fosfato de sodio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%.
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* Solugao tampao utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): Trisma
base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM e SDS 0,4%. A a solugdo ¢ diluida 1:4 no

momento de uso.

* Solucdo tampao para transferéncia: empregada para a transferéncia das proteinas
separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose, contém: Trisma base 25 mM,
glicina 192 mM, Metanol 20% e SDS 0,02% para facilitar a eluicdo de proteinas de alto

peso molecular. Mantida em estoque a 4°C.

* Solugao tampao para SDS-PAGE - Gel de resolucdo (resolving): EDTA 4 mM, SDS 2%,

trisma base 750 mM, pH ajustado para 8,9 com 4cido cloridrico.

* Solucao tampao para SDS-PAGE - Gel da fase de empilhamento (stacking) das proteinas:

EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 50 mM, pH ajustado para 6,7 com acido fosforico.

* Solugdo basal: solugao basica utilizada para o manuseio da membrana de nitrocelulose
apos transferéncia das proteinas, contém: Cloreto de sédio (NaCl) 150 mM, Trisma base 10

mM, Tween 20 0,02%.

* Solugdo bloqueadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose, apds a
transferéncia: 5% de leite em p6 desnatado e 0,02% de azida sddica, dissolvidos em solugao
basal.

* Solugdo tampao para lavagem do imunoprecipitado: Trisma base 100 mM, EDTA 10

mM, ortovanadato de sédio 2 mM ¢ Triton X-100 0,5%.
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* Solugdo para anticorpos: solu¢do contendo anticorpos especificos que identificam as
proteinas transferidas para a membrana de nitrocelulose. Contém 0,3% de leite em po

desnatado e azida sodica 0,02%, diluidos em solugdo basal.

4.4 Reagentes e Anticorpos

Utilizamos insulina regular humana (Humulin R) adquirida da Eli Lilly. Reagentes
e aparelhos para eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio (SDS-
PAGE) adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA). Metano hidroximetilamina (TRIS), fenil-
metilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina e ditiotreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20, e
glicerol fornecidos pela Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA).

A membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, 0.45 um) foi obtida da Amersham
(Aylesbury, UK). O agente anestésico tiopental soédico adquirido do Lab.Cristalia
(Itapira/SP, Brasil). Anti-Akt [Serd73 ] (9271, rabbit polyclonal) adquirido da Chemicon

Int. (Temecula, CA, USA).

4.5 Gavagem

Durante o tratamento agudo (3 dias) foi efetuado o procedimento de gavagem. Foi
utilizada uma seringa descartdvel e uma agulha de metal com uma esfera na ponta
(importante para inibir o erro de introduzir a agulha na traquéia do animal), para montagem
do sistema de gavagem. O equipamento de gavagem esta pronto quando a agulha se
encontra firmemente acoplada a seringa. A agulha foi devidamente higienizada apos cada

administragdo e mantida em solu¢do de alcool 70°GL durante seu armazenamento. O
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animal imovel teve a agulha de gavagem introduzida delicadamente pelo canto da boca,
sobre a lingua e sendo deslocada através do es6fago até chegar ao estdmago. Por ser uma
técnica invasiva optamos, no tratamento cronico (15 dias), pela administracao da droga na
agua de ingesta, evitando possiveis reagdes inflamatorias que poderiam atrapalhar os

resultados do estudo.

4.6 Determinacio de Glicose Plasmatica e Insulina Sérica

Os valores de glicose foram determinados em amostras de sangue da cauda com
medidor de glicose usual (Glucometer, Bayer), pelo método da glicose oxidase, como
descrito previamente (TRINDER, 1969). As concentragdes de insulina foram determinadas

por ensaio imunoenzimatico, método ELISA (LINCO).

4.7 Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

Apos o tratamento dos animais conforme descrito anteriormente, eles foram
mantidos em jejum por 6 h, e depois foi coletada amostra de sangue da cauda (tempo 0),
injetada insulina (2,0 UI/1000 g de peso corpdéreo) na cavidade peritoneal e a seguir
coletadas amostras nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 minutos para determinagao da glicose
plasmatica. A razdo da constante de decaimento da glicose, (kitt) foi calculada usando a
formula 0.693/t1/2. A glicose t1/2 foi calculada, usando a andalise da queda do quadrado da
concentragdo de glicose plasmatica durante o decaimento da fase linear (BONORA;

MANICARDI et al, 1987).
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4.8 Teste intraperitoneal de Tolerancia a Glicose (ipGTT)

O ipGTT foi realizado antes e no final do tratamento com I-SMT, os camundongos
foram mantidos em jejum durante o periodo noturno (12 horas). Foi coletada a primeira
amostra de sangue (tempo 0) em seguida infundida uma solucido de 20% de glicose (2,0
g/kg de peso corpdreo) na cavidade peritoneal. Amostras de sangue foram entdo coletadas
da cauda dos animais nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos e utilizadas para determinacao

das concentracdes de glicose ¢ insulina.

4.9 Extracao de Tecidos

Os camundongos foram anestesiados por injecdo intraperitoneal com tiopental
sodico e entdo manuseados 10-15 minutos depois, ou assim que a anestesia fosse
comprovada pela auséncia de reflexos corneal e podal. Cinco minutos apds injecdo de
insulina (3,8 Ul/kg i.p.) foram retirados fragmentos de figado, musculo esquelético e tecido
adiposo que foram imediatamente homogeneizados, em tampao de extragdo adequado, com
Polytron durante 30 segundos; no final da extragdo foi adicionado Triton X-100 1% em
todas as amostras e mantidas no gelo por 40 minutos antes da centrifugacao. O extrato foi
entdo centrifugado a 14.000 rpm e 4°C por 40 minutos para remover o material insolavel. O

sobrenadante foi utilizado para anélise de proteinas e immunobloting.
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4.10 Apresentacao dos Dados e Analise Estatistica

Todos os resultados numéricos foram demonstrados e expressos como média +
desvio da média seguido do nimero de experimentos. Os resultados de “Western blot”
foram apresentados com comparagdes diretas das bandas protéicas nas auto-radiografias, as
quais foram quantificadas através de densitometria usando o programa “Scion Image”
(Scion Corp). Os dados foram analisados através do teste “t de Student’s”, comparando
dois grupos; a andlise de variancia (ANOVA) foi seguida por andlise de significancia
(Bonferroni) quando necessario, comparando os grupos droga e placebo. A significancia

estatistica adotada foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS
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Sintese das Isotiouréias e inibicao da iNOS

Muitos dos inibidores farmacologicos da iNOS podem ser classificados de acordo
com as suas caracteristicas estruturais, tais como, aminoacido-analogos, aminoacidos
heterociclicos, amidinas, guanidinas, isoquinolinaminas, e isotiouréias. Porém estes
inibidores ndo sdo suficientemente seletivos e potentes contra a isoforma induzivel (iNOS),
o que limita sua aplicagdo in vivo. A tUnica classe de inibidores da iNOS submetidos a
ensaios clinicos com seres humanos até a presente data foi dos L-lisina analogos (YOON;
RYU et. al., 2007). Esta classe de aminoacido-analogos foram sintetizados e investigados
em uma série de doencas inflamatorias, contudo ndo foram aprovadas para o tratamento de
doengas inflamatdrias, devido a inibicao indesejada das NOS constitutivas (eNOS e nNOS).

Alguns grupos relatam que a isotiouréia inibe a expressdo da iNOS e/ou a
produgdo de o6xido nitrico (NO). Além disso, uma série de inibidores da iNOS nao
aminoacido-analogos também estdo sendo investigados e desejados (YOON; RYU et. al.,
2007). Sendo assim, inibidores seletivos da iNOS sdo altamente desejaveis para regular a
producdo excessiva de NO sem alterar ou inibir qualquer outra isoforma que possui
caracteristicas benéficas para as fungdes fisioldgicas.

Neste estudo foram sintetizados derivados da isotiouréia (Figura 1A), que ¢ uma
classe de inibidores sintéticos que possuem a¢ao comprovada como inibidor das NOS, mais
especificamente da iNOS (SZABO et al., 1994).

Sabe-se que as isotiouréias sdo potente inibidores das NOS in vitro mas ndo in
vivo devido a sua fraca penetracdo celular. S3o moléculas pequenas e extremamente
hidrosoliveis o que dificulta sua passagem e consequente absorcdo pela membrana

plasmatica das células, constituidas de lipopolissacarideos. Por isso nosso intuito foi
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inicialmente adicionar um grupamento lipofilico ou volumoso a isotiouréia, tornando-a
anfifilica ou menos polar e provavelmente melhorando sua distribui¢do e absor¢do no

organismo.

Mecanismo Geral de Sintese dos Compostos Quimicos (Isotiouréias)

R = CHs3, (CH5).CH, ®C(H)CHs and L-mentila; X=I, Cl ou BR

Molécula:

X (X =HalogenlI, Clor Br)

Figura 1A. Os compostos foram sintetizados pela reacdo da tiouréia com o haleto
correspondente conforme representado.

O primeiro composto sintetizado foi o bromidrato de fenil-etil-isotiouréia (Figura
1 B e C), para testar sua agdo utilizamos uma dose inicial de 3 mg/kg dia ' em

camundongos swiss machos tratados com dieta hiperlipidica por 8 semanas, e foi observada

uma alta mortalidade no grupo tratado com o composto. Foram testadas duas doses
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subsequentes, 1,5 e 0,75 mg/kg por dia, mas a resposta foi semelhante. Devido a essa
toxicidade muito elevada interrompemos o estudo com este composto.

O segundo composto sintetizado foi o iodato de metil-isotiouréia (Figura 1 D e E),
que supomos, como as demais isotiouréias, possui uma ampla faixa de utilizagdao conhecida
em literatura, 0,5 — 50 mg/kg dia ', dependendo do modelo animal e da via de
administracao utilizada. Para determinar a dose terapéutica no modelo animal escolhido foi
realizado o teste de endotoxemia com LPS e avaliagdo da curva de sobrevida com as doses
10, 5 ¢ 3 mg/kg dia” (figura 2), determinando a menor dose com efeito protetor e maior

janela terapéutica.
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Composto 1

Br NHj* NH

Figura 1B. Fenil-etil-isotiouréia.

RMN 'H em DMSO a 250 MHz, § em ppm;
9.2 (s, 1H); & 7,5-7,4(5H, m,); 5,21 (q, 1H,
J=7THz); 1,62 (d, 3H, J=7,2).

RMN "*C em DMSO a 250 MHz, § em ppm;
C1-168, 8; C3-140, 1; C4.5-128, 9; Cs. 7129, 4;

Ce-127,3; C, -45,3; Cg -21,8.
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Figura 1C. Identificago - Espetro RMN 'H da Fenil-etil-isotiouréia em DMSO 4 25°C.
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/GHE RMN 'H em DMSO a 250 MHz, & em ppm'’ 9,2 (s,
S 1H); 2,5 (s; 3H).
RMN "“C em DMSO a 250 MHz, § em ppm; C;

171,3; C, 13,4

Figura 1D. Metil-isotiouréia.

Figura 1E. Identificagio - Espetro RMN 'H da Metil-isotiouréia em DMSO 4 25°C.
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Curva de Mortalidade e Selecao de Dose para o Tratamento com Iodato de S-metil-

isotiouréia

Camundongos swiss machos tratados com dieta padrao (DP) foram submetidos ao
teste com LPS de Escherichia coli (20 mg/kg em dose unica intraperitoneal), modelo de
endotoxemia, para determinacdo da dose utilizada nos testes biologicos. A dose de lodato
de S-metilisotiouréia (I-SMT) escolhida foi 5 mg/kg dia” por apresentar boa prote¢io
(80%) e maior janela terapéutica (menor dose-resposta efetiva), evitando uma possivel

superdose e efeitos colaterais.

Curva de Sobrevida
120+
100- =@— Droga (10 mg/kg/dia) + LPS
=f— Droga (5 mg/kg/dia) + LPS

(o]
o
[

=—4&— Droga (3 mg/kg/dia) + LPS
Placebo + LPS

% de Sobrevivéncia
o
o
[

40+
20+
c L} L} L} L} L} |
0 2 4 6 8 10 12

Tempo apds LPS (dias)

Figura 2. Efeito do [I-SMT, em diversas doses, na sobrevida dos animais submetidos ao
teste com LPS (20 mg/kg i.p.); n = 8—10 animais por grupo.
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Peso, Ingestao Alimentar e Glicemia de Jejum ao Término do Tratamento com I-SMT

Camundongos swiss macho com quatro semanas foram submetidos a dieta padrao
(DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por oito semanas. ApoOs este periodo, os animais
receberam tratamento com lodato de S-metilisotiouréia (I-SMT) ou Placebo (PBS) por 15
dias. O peso médio dos camundongos em tratamento com [-SMT ndo apresentou diferenga
significativa estatisticamente em comparagdo com os animais tratados com PBS (DP I-
SMT 32,6 +/- 1,5 vs DP PBS 34,8 +/- 2,3 ; DH I-SMT 49,1 +/- 1,7 vs DH PBS 52,2 +/-
2,6; P>0,05, Figura 3A). A ingetdo alimentar dos animais tratados com [-SMT também nao
diferiu dos animais tratados com PBS.

Foram determinadas, as glicemias de jejum inicial (antes do tratamento), durante o
tratamento (15 dias) e o mesmo periodo apos seu término, totalizando o acompanhamento
de 30 dias para avaliagdo do efeito da droga. A glicemia de jejum dos animais tratados com
I-SMT apresenta valores significativamente mais baixos em compara¢do com 0s animais

tratados com PBS, P<0,05 (Figura 3B).
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Figura 3A. Peso médio dos camundongos apds 15 dias de tratamento com [-SMT e PBS,
iniciado apos oito semanas em dieta hiperlipidica. Diferencas ndo estatisticamente
significativas; em todos os experimentos n = 6-8 animais.
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Glicose (mg/dl)

Glicemia de Jejum (12 horas)
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Figura 3B. Glicemia de jejum dos animais em DH, durante o tratamento (15 dias) e apds

o mesmo periodo com [-SMT ou Placebo. Em todos os experimentos n= 6-8 animais, #
P<0,05.
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Melhora na Sensibilidade a Insulina e Tolerancia a Glicose em Animais Tratados com

I-SMT

A sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose foram investigadas através dos
testes intraperitoneais de tolerancia a insulina (ITT) e de tolerancia a glicose (GTT),
respectivamente. Foram determinados também os niveis de insulina durante alguns pontos
do GTT. A taxa de decaimento da glicose apo6s infusdo de insulina (Kitt) foi
significativamente maior nos animais tratados com I-SMT em relag¢@o aos animais tratados
com PBS (DH I-SMT 7,33 +/- 0,30 vs DH PBS 3,40 +/- 0,42; DP I-SMT 7,64 +/- 0,35 vs
DP PBS 5,60 +/- 0,44; # P<0,05, Figura 4A), demonstrando que os animais tratados com
I-SMT, um inibidor seletivo da iNOS, estdo protegidos de resisténcia a insulina.

No GTT, apo6s infusdo de glicose, os niveis de glicose sanguinea do grupo DH I-
SMT apresentaram uma acentuada queda vs. o grupo DH PBS, durante todo o teste;
indicando prote¢do contra o desenvolvimento de intolerdncia a glicose. Neste trabalho foi
realizado o GTT inicial, antes do inicio do tratamento com a droga, como parametro
comparativo, para avaliar as conseqiiéncias da DH no animal (Figura 4B). Este teste foi
realizado nos mesmos animais apds tratamento com a droga I-SMT ou placebo PBS
permitindo uma dupla correlagdo, entre eles e entre os quatro grupos avaliados. Em todos
os tempos do GTT pds-tratamento, os niveis glicémicos dos animais tratados com [-SMT
foram menores do que os animais que receberam o Placebo (Figura 4C), indicando que o
tratamento com I-SMT (5mg/kg dia™") por 15 dias protegeu os camundongos da intolerancia
a glicose desencadeada pela DH. Além disso, observamos a mesma correlagao na redugao

significativa dos niveis séricos de insulina durante o GTT, # P<0,05 (Figura 4D).
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Figura 4A. Kitt — taxa de decaimento de glicose ap6s infusdo de insulina intraperitoneal,
apo6s o tratamento dos camundongos com [-SMT ou Placebo. Em todos os experimentos n=
6-8 animais. # P<0,05 (DH PBS vs todos os outros grupos).
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Figura 4B. GTT inicial, com 8 semanas de DH apds infusdo de glicose intraperitoneal

(2g/kg de peso corpdreo), antes do tratamento com I[-SMT ou Placebo. Em todos os
experimentos n= 6-8 animais.
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Figura 4C. GTT, apo6s infusdao de glicose intraperitoneal (2g/kg de peso corpdreo), depois
do tratamento com [-SMT ou Placebo. Em todos os experimentos n= 6-8 animais. # P<0,05

(DH PBS vs todos os outros grupos).
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Figura 4D. Niveis séricos de insulina durante o GTT, depois do tratamento com [-SMT ou
Placebo. Em todos os experimentos n= 6-8 animais. # P<0,05 (DH PBS vs todos os outros

grupos).
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Sinalizacdo Insulinica em Figado, Musculo e Tecido Adiposo de Animais Tratados

com I-SMT

A Akt ¢ uma serina/treonina quinase que modula diversas acdes metabdlicas da
insulina, incluindo transporte de glicose, sintese protéica e de glicogénio (UEKI;
YAMAMOTO-HONDA et al. 1998; JIANG; ZHOU et al. 2003). Para estudar os efeitos do
tratamento com [-SMT sobre a Akt, realizamos um ensaio para medir o grau de fosforilagao
da Akt em serina 473, com e sem estimulo por insulina em figado, musculo e tecido
adiposo dos animais estudados. Como esperado a fosforilagdo em serina da Akt induzida
por insulina estava reduzida em animais que receberam a dieta hiperlipidica (DH).
Verificou-se que ap6s tratamento com [-SMT, houve aumento significativo, acima de 60%
(P<0,05), da fosforilagdo da Akt, nos trés tecidos, quando comparamos o grupo em DH
PBS (Figura 5).

Assim podemos dizer que a via IR/IRS-1/PI 3/Akt 2 quinase foi mais ativada pela
insulina ap6s tratamento com I[-SMT, e que os animais que receberam DH e Placebo

apresentaram menor fosforilagdo da Akt tanto basal quanto apds estimulo insulinico.
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Figura 5A. Efeito da dieta hiperlipidica (DH) na via de sinalizagdo da Akt através da
fosforilagdo em serina 473 no Figado. Os dados representam n = 6 — 8 camundongos por
grupo. # P<0,05 (DH PBS vs todos os outros grupos).
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Figura 5 B. Efeito da DH na via de sinalizagdo da Akt através da fosforilagdo em serina no
Musculo. Os dados representam n = 6 — 8 camundongos por grupo. # P<0,05 (DH PBS vs
todos os outros grupos).
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Figura 5C. Efeito da DH na via de sinalizagdo da Akt, fosforilagdo em serina no Tecido
Adiposo. Os dados representam n = 6 — 8 camundongos por grupo. # P<0,05 (DH PBS vs
todos os outros grupos).
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6. DISCUSSAO
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O Diabetes ¢ uma doenga metabodlica cronica cuja caracteristica definidora ¢ a
hiperglicemia de jejum; resultado da deficiéncia, resisténcia a insulina ou ambos.
Conhecida desde a antiguidade, somente no tltimo século comegamos a compreender seu
mecanismo fisiopatoldgico complexo e multifatorial.

Hoje, sabe-se que a resisténcia a insulina que leva ao desenvolvimento do diabetes,
acontece em varios tecidos envolvidos com seus efeitos (DEFRONZO, 1988). No figado,
ha maior produc¢do de glicose e gliconecogénese. Em tecido muscular hd& uma menor
captagdo de glicose induzida por insulina. No hipotalamo, ha, em modelos animais, também
um menor efeito anorexigeno deste hormonio (CARVALHEIRA; RIBEIRO et al. 2003).
No tecido adiposo, a captacdo de glicose estd diminuida, mas seus efeitos de crescimento e
hipertrofia ndo, contribuindo para o desenvolvimento da obesidade (KAHN, 1994).

Durante a evolugao e selegcdo natural pela qual passaram todas as espécies, ocorreu
uma adaptacdo genotipica com tendéncia ao acumulo de energia no tecido adiposo branco.
A sobrevivéncia dos animais estava relacionada a sua capacidade de estocar energia em
épocas de fartura, para épocas de maior escassez ¢ demanda energética, assim como, a sua
capacidade de combater patogenos e infecgoes.

Os sistemas de armazenamento energético, assim como os sistemas de
reconhecimento de antigenos sdo amplamente conservados desde espécies mais primitivas
de organismos pluricelulares, como a Drosophila, at¢é os mamiferos. Recentemente
acumulam-se estudos e evidéncias que estes dois sistemas sdo interdependentes. Faz parte
da resposta imunologica normal a mobilizacdo de energia dos estoques para combater o

agente agressor (KHOVIDHUNKIT; KIM et al. 2004).
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Diversos estudos epidemioldgicos ligam tanto a obesidade quanto o diabetes tipo 2
a um estado de inflamagao sub-clinico, com elevac¢ao do nivel sérico de diversas citocinas
inflamatoérias (PICKUP, 2004).

Hoje, entendemos o adipocito como uma célula imunologicamente ativa, produtora
de citocinas, que possue a¢do reguladora também do metabolismo. Sendo assim, o conector
que faltava para relacionar esta interdependéncia comegou a ser elucidado nas duas tltimas
décadas, com o reconhecimento de que a obesidade, que ¢ estado de armazenamento e
fartura energética, estd relacionada a um estado de inflamagdo subclinica e tem como
conseqiiéncias a aterosclerose, hipertensdo arterial e resisténcia a insulina (WELLEN;
HOTAMISLIGIL, 2005).

A primeira molécula a ligar os sistemas imune e metaboélico foi o fator de necrose
tumoral o (TNFa), (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). Apds a
descoberta deste comportamento do TNFa, outras interleucinas pro-inflamatorias
mostraram-se capazes de ativar vias celulares relacionadas ao desenvolvimento de
resisténcia a insulina, como IL6 e a IL-1B. Estas citocinas inflamatérias, quando liberadas,
induzem a ativacdo da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), levando a producdo de
elevados niveis de 6xido nitrico, que sdo liberados, juntamente com espécies reativas de
oxigénio. Desta forma, estabeleceu-se uma relagdo de causa e efeito entre a ativagdo das
vias inflamatérias, e consequentemente da iNOS, a obesidade com posterior
desenvolvimento de resisténcia a insulina (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005).
As NOS constitutivas (eNOS e nNOS) apresentam forma monomérica, sdo calcio-

calmodulina dependente e tem peso molecular de 133 kDa. Sao expressas continuamente na

auséncia de agentes indutores, com sintese basal de concentragdo picomolar. Ao contrario,
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a iINOS nao depende de célcio para sua ativagao, mas a sintese de mRNA ¢ necessaria para
sua atividade, além de nao ser detectavel em condicOes basais. LPS ou endotoxinas
bacterianas, e citocinas como TNFa, IL-6, IL-1b ou IF-y induzem a sintese de iNOS, de 2 a
4 horas ap6s a exposi¢do ao agente. A iNOS requer sintese protéica para expressiao € sua
atividade persiste por mais de 24 horas. Apos a inducdo, iNOS sintetiza NO em
concentragdes nanomolares, 1000 vezes maior que as NOS constitutivas (eNOS e nNOS),
esta inducdo ¢ responsdvel pelas propriedades citotoxicas do NO no organismo
(CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

Algumas horas apds infusdo de LPS, dose dependente, observa-se também
resisténcia a agdo insulinica, tanto em modelos animais, quanto em humanos
(VIRKAMAKI; YKI-JARVINEN, 1995; AGWUNOBI; REID et al. 2000). O mecanismo
de expressdo da iNOS ¢ um importante componente do sistema imune inato, e parece estar
relacionado a acdo insulinica e ao controle de infestagdes intracelulares, tendo poder
bactericida e poder de bloquear a via metabolica de certos patogenos (BOGDAN, 2001).

O tratamento de culturas de células musculares com LPS, TNF-a e interferon y leva
a diminui¢do da captagdo de glicose induzida por insulina, em paralelo ao aumento da
expressdo da iNOS. Este efeito sobre a captagdo de glicose ¢ impedido por tratamento
concomitante com um bloqueador da iNOS. Este aumento da expressdo da iNOS em
modelos experimentais de obesidade sugere que esta ¢ outra via da resposta imune inata
que esta ativada na obesidade, podendo ter participagdo fisiopatoldgica no desenvolvimento
de resisténcia a insulina, de forma semelhante as vias inflamatorias anteriormente descritas.

Sabe-se que o bloqueio mais especifico da iNOS, atenua a resisténcia a insulina

associada a indugdo desta enzima tanto em modelos animais de obesidade, quanto de
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endotoxemia (BEDARD; MARCOTTE et al., 1997; SHIMABUKURO; OHNEDA et al.,
1997; PIERCY; TOSELAND et al., 1998). E que a inibicao farmacoldgica da iNOS pode
ter efeito benéfico nos casos de inflamagdo, choque séptico e outras doengas associadas a
essa via de sinalizagao, como por exemplo, artrite cronica, diabetes, rejeicao de transplantes
e alguns tipos de cancer.

Szab6 e sua equipe demonstraram que o sulfato de S-methylisothiourea, inibidor
seletivo da iNOS, tem menor efeito colateral como por exemplo excessiva vasoconstricao e
isquemia, do que os relatados com a inibi¢do da eNOS. Além de demonstrar que a S-
methylisothiourea (SMT) é um potente inibidor de atividade da iNOS (SZABO et al.,
1994). Podemos observar que diversos trabalhos demonstram a eficiéncia da SMT como
inibidor especifico da iNOS no tratamento de inflamacdes e sépse. Entretanto, nos casos de
diabetes tipo 2, obesidade e resisténcia a insulina, que apresentamos anteriormente como
estados subclinicos de inflamacao (PICKUP, 2004), o efeito da SMT ndo tinha sido ainda
investigado.

Com base nestes estudos sobre a elucidacdo dos mecanismos de inibicdo da iNOS
¢ que decidimos propor a sintese e a investigacdo do efeito de derivados da isotiouréia,
como inibidores farmacolédgicos seletivos da iNOS, através da via de sinalizacdo da Akt,
em figado, musculo e tecido adiposo de animais tratados com dieta hiperlipidica. Avaliou-
se ainda os parametros metabolicos caracteristicos da resisténcia a insulina, como,
hiperglicemia de jejum, intolerancia a glicose e sensibilidade a insulina.

Sabe-se ainda que as isotiouréias sdo potentes inibidores das NOS in vitro, mas
ndo in vivo devido a sua fraca penetracao celular. Sio moléculas pequenas e extremamente
hidrosoliveis o que dificulta sua passagem e consequente absor¢do pela membrana

plasmatica das células, constituidas de lipopolissacarideos. Por esta razdo decidimos neste
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estudo inicialmente adicionar um grupamento lipofilico ou volumoso a isotiouréia,
tornando-a anfifilica ou menos polar e provavelmente melhorando sua absorcao e
distribuicdo in vivo.

O primeiro composto testado foi o bromidrato de S-fenil-etil-isotiouréia e para
avaliar sua a¢do utilizamos uma dose baixa, menor do que a minima utilizada em literatura
para os derivados conhecidos da isotiouréia (5 mg/kg dia™). Assim utilizamos 3 mg/kg dia™
em camundongos swiss machos e observou-se uma alta toxicidade e mortalidade, no grupo
tratado com o composto. Foram testadas outras duas doses subseqiientes, diminuidas pela
metade, mas a resposta foi semelhantemente toxica. Devido a essa toxicidade muito elevada
interrompemos o estudo com este composto até possivel esclarecimento quanto as suas
propriedades terapéuticas in vivo. O segundo composto testado foi o iodato de S-metil-
isotiouré¢ia e para determinar a dose terapéutica em nosso modelo animal foi realizado o
teste de endotoxemia com LPS e avaliada a curva de sobrevida com diversas doses para
determinar a menor dose com efeito protetor e maior janela terapéutica possivel.

A sintese dos compostos derivados da isotiouréia de maneira geral foi de facil
execucao, obtendo-se rendimentos satisfatérios, em torno de 75%. Porém houve algumas
dificuldades na purificagdo dos mesmos. Este estudo também se mostrou importante, pois a
partir da tiouréia S- substituida sera possivel obter novas drogas com maior afinidade e
potencial de agdo apresentando menores efeitos colaterais.

A ingestdo diaria alimentar foi semelhante nos grupos dieta padrao (DP) e dieta
hiperlipidica (DH). Os animais tratados com I-SMT ndo apresentaram diferenca
significativa de peso corpéreo vs. grupo tratado com Placebo. Avaliou-se ainda a glicemia
de jejum (12 horas), durante o tratamento e duas semanas apos o mesmo, e verificou-se que

o grupo tratado (I-SMT) teve uma melhora significativa, tanto em DH quanto em DP, com
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0s animais obesos apresentando resultados proximos ao fisiologicamente normal (100
mg/dl).

Para investigar a sensibilidade insulinica e a tolerancia a glicose, realizamos os
testes de ITT e GTT, respectivamente. Como esperado os animais em DH e Placebo
apresentam resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, e os animais em DH tratados com
[-SMT apresentam melhora significativa tanto na sensibilidade a insulina quanto na
tolerancia a glicose conforme apresentado.

Em animais intactos a sensibilidade a insulina é experimentalmente aferida a partir
da avaliagdo da curva de decaimento da glicemia ap6s infusdo de insulina. Tanto maior ¢ a
sensibilidade a insulina, quanto maior € a inclinacdo da curva de queda da glicemia em
funcdo do tempo, apos infusdo de sobrecarga de insulina. A razdo obtida a partir da
inclinagdo desta curva define uma constante chamada Kitt (BONORA; MOGHETTI et al.,
1989). Nos animais tratados com a droga inibidora da iNOS, I-SMT, houve aumento
significativo do Kitt, refletindo protecdo ao estado de resisténcia a insulina.
O aumento dos niveis séricos de insulina no estado basal ¢ outro indicativo de resisténcia a
insulina. Neste estudo o grupo DH I-SMT apresentou resultados de insulina no estado basal
significativamente inferior ao grupo DH PBS. Em conjunto, estes dados indicam que
animais tratados com um inibidor seletivo da iNOS, a saber [-SMT, sao protegidos contra
o desenvolvimento de resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica.

A insulina inicia sua cascata de sinalizagdo intracelular ap6s liga¢ao a subunidade o
do seu receptor transmembrana, o que provoca uma mudanca conformacional e
consequente auto-fosforilagdo da subunidade B3, que ativa sua capacidade tirosina-quinase.

Ocorre entdo associagdo e fosforilagdo do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), que
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uma vez fosforilado, se associa e ativa a fosfatidil inositol 3 quinase (PI 3 quinase), passo
fundamental para a ativacdo da Akt, serina-quinase que modula tanto agdes metabodlicas
quanto de crescimento desencadeadas pela insulina. (CARVALHO; SAAD, 1998;
KUPRIYANOVA; KANDOR, 1999; CARVALHO-FILHO et al., 2005).

A Akt ¢ uma serina/treonina quinase que modula diversas agdes metabolicas e de
crescimento da insulina, incluindo transporte de glicose, sintese protéica e de glicogénio
(UEKI; YAMAMOTO-HONDA et al., 1998; VAN WEEREN; BRUYN et al., 1998;
JIANG; ZHOU et al., 2003). Sua ativacdo pela insulina ¢ mediada pela formacdo de
fosfatidil inositol a partir da ativa¢do da PI 3 quinase pelo IRS-1 ou IRS-2. Vérios estudos
implicam a Akt como proteina importante para a translocacdo de GLUT 4 para superficie
celular (BROZINICK; ROBERTS et al., 2003).

No entanto, parece que as isoformas de Akt sinalizam em diferentes sentidos. A
Aktl em direcao ao crescimento celular ¢ a Akt2 em dire¢do a translocagao do GLUT 4.
Em modelos genéticos que ndo expressam Akt observamos retardo do crescimento, € suas
células tem maior tendéncia a apoptose. Estes animais ndo apresentam hiperglicemia ou
resisténcia aos efeitos metabodlicos da insulina (CHEN; XU et al., 2001; CHO; MU et al.,
2001; CHO; THORVALDSEN et al.,, 2001). Estes achados sdo compativeis com os
encontrados no bloqueio da expressao do IRS-1, e mostram a importancia da via IRS-1/P1 3
quinase/Akt] na modulacao do crescimento realizada por insulina e IGF-1.

Camundongos modificados que ndo expressam a Akt2 desenvolvem
hiperinsulinemia, hiperglicemia e intolerancia a glicose. Este achado reflete a importancia
da via IRS-1/PI 3 quinase/Akt2 para efetuagdo dos efeitos metabolicos da insulina (CHO;

MU et al., 2001).
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Para estudar os efeitos do tratamento com I-SMT sobre a Akt, realizamos um ensaio
para medir o grau de fosforilagdo da Akt em serina 473, mediante estimulo insulinico e na
sua auséncia em figado, musculo e tecido adiposo dos animais estudados. Como esperado a
fosforilagdo em serina da Akt induzida por insulina estava reduzida em animais que
receberam DH. Verificou-se que apos tratamento com [-SMT, houve aumento significativo,
acima de 60% (P<0,05), da fosforilacdo da Akt, nos trés tecidos, quando comparados com o
grupo em DH Placebo.

Em conjunto estes resultados proporcionam uma correlagdo dos parametros
moleculares e bioquimicos com os resultados in vivo de aumentou a sensibilidade insulinica
e diminuicao da intolerancia a glicose no grupo tratado com I-SMT em compara¢do com o
grupo PBS. Estes dados indicam que a iNOS ¢ um modulador importante nas doencas
inflamatorias e metabolicas como a diabetes tipo 2 e que a proteina quinase Akt ¢ um

importante indicador da via sinalizadora de insulina nessas doengas.
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7. CONCLUSAO
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O presente estudo demonstrou que um inibidor farmacologico da iNOS, o iodato de
S-metilisotiouréia, melhora a tolerancia a glicose, a sensibilidade e sinalizagdo de insulina
em figado, musculo e tecido adiposo de animais com obesidade induzida por dieta
hiperlipidica. Nossos dados sugerem que um inibidor seletivo e especifico da iNOS
representa um importante alvo terapéutico para o tratamento da sindrome metabdlica e suas

consequéncias como obesidade e diabetes tipo 2.
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