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Resumo

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica que ocorre quando 0 pancreas nao
secreta insulina suficiente (DM tipo 1) ou quando o organismo nhao utiliza
adequadamente a insulina que produz (DM tipo 2). Nos ultimos vinte anos, avancos
importantes foram efetuados no controle da hiperglicemia, das dislipidemias e no
tratamento da hipertensdo arterial. Apesar disso, as doencas cardiovasculares
continuam sendo a principal causa da morbidade e mortalidade em pacientes com
DM. No DM tipo 2, a terapéutica € baseada em medicamentos que diminuem a
resisténcia a insulina (metformina e tiazolidinadionas TZDs) e naqueles que
estimulam a secrecdo de insulina (sulfoniluréias e glinidas). Um dos mecanismos de
acado das TZDs se da por meio da ativacdo de receptores nucleares denominados
PPAR ("Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma Gama "). Os ativadores
da isoforma PPARYy diminuem os fatores produzidos pelo tecido adiposo, como o
TNFa. No presente estudo foi sintetizado um nova tiazolidinadiona, a 5-(3-indol)-
benzilideno-3-(4-metilbenzil)-tiazolidina-2-4-diona (LPSF/GQ-11) para avaliagdo dos
efeitos hipoglicemiante e hipolipidémico. Para tanto, utilizou-se ratos Wistar com
diabetes induzida por estreptozotocina, em baixa dose (42 mg/Kg). O composto
LPSF/GQ-11 foi sintetizado a partir de uma reacdo de N-alquilacdo da tiazolidina
com haletos de alquila, seguida de Adi¢cdo de Michael com intermediario de Cope. O
composto foi estruturalmente caracterizado por métodos espectrofotométricos, tais
como infravermelho, ressonancia magnética nuclear de hidrogénios e espectrometria
de massas. O tratamento dos animais com o LPSF/GQ-11 +Insulina, durante 14
dias, revelou um melhor resultado hipoglicémico. O grupo tratado com LPSF/GQ-11
10mg/Kg, mostrou um melhor resultado (79%) para o controle da glicose plasmatica,
guando comparado com o farmaco padrao, rosiglitazona. Nao foi observado perda
de peso corporal nos animais tratados com o LPSF/GQ-11 na dose 10mg/Kg/dia,
com ou sem associagdo com insulina, quando comparados com 0 grupo controle
normoglicémico. O tratamento com o derivado LPSF/GQ-11 apresentou uma
melhora no perfil lipidico, o que pode ser sugestivo de melhoria no risco

cardiovascular.

Palavras chave: diabetes melitus, Receptor Ativado por Proliferadores de
Peroxissoma Gama, tiazolidinadionas.
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Abstract

The diabetes mellitus is a chronic disease that occurs when the pancreas can'’t
secrete enough insulin (DM type 1) or when the organism can’t utilize the
produced insulin properly. For the last twenty years, important advances were
made in the control of hyperglycemia, dyslipidemias and treatment of
hypertension. Nonetheless, cardiovascular diseases remain the leading cause
of morbidity and mortality in patients that have DM. In type 2 diabetes, therapy
iIs based on medications that reduce insulin resistance (metformin and TZDs
tiazolidinadionas) and on those that stimulate insulin secretion (sulfonylureas
and glinides). One of the mechanisms of action of TZDs is through the
activation of nuclear receptors called PPAR (peroxisome proliferator-activator
receptor). The PPARy isoform activators decrease the factors produced by
adipose tissue, such as TNF-a. In the present study, it was synthesized a new
tiazolidinadiona, 5 - (3-indole)-benzylidene-3-(4-methylbenzyl)-thiazolidine-2-4-
dione (LPSF-GQ-11) to assess the hypoglycemic and hypolipidemic effects. In
order to achieve this goal, rats with streptozotocin-induced diabetes in low dose
(42 mg / kg).were used The compound LPSF/GQ-11 was synthesized from a
reaction of N-alkylation of thiazolidine with alkyl halides, followed by Michael
addition with Cope intermediates. The compound was structurally characterized
by spectrophotometric methods, such as infrared, nuclear magnetic resonance
of hydrogen and mass spectrometry. The treatment of animals with LPSF/GQ-
11 + | for 14 days showed a better hypoglycemic result. The group treated with
LPSF/GQ-11 10mg/Kg, showed a better outcome (79%) for the control of
plasma glucose, when compared with the standard drug, rosiglitazone. There
was no weight loss in animals treated with LPSF/GQ-11 dose 10mg/kg/day,
with or without combination with insulin when compared with the control group.
The treatment with LPSF/GQ-11 showed a better activity hypolipidemic which

may be suggestive of improvement in cardiovascular risk.

keywords: diabetes mellitus, Peroxisome proliferator-activated receptor;

Thiazolidinedione.
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| - INTRODUCAO

1.0. Generalidades

Diabetes mellitus (DM) € uma doenca sistémica caracterizada pela
regulacdo metabdlica anormal de (glicose e lipideos, resultando em
hiperglicemia causada pelo declinio acelerado na funcdo de células beta
(MAASSEN et al., 2007) e hiperlipidemia (CLAUDINO et al., 2007).

O DM configura-se hoje como uma epidemia mundial, traduzindo-se
em grande desafio para os sistemas de salude de todo o mundo. O
envelhecimento da populacéo, a urbanizacéo crescente e a adocao de estilos
de vida pouco saudavel como sedentarismo, dieta inadequada e obesidade s&o
os grandes responsaveis pelo aumento da incidéncia e prevaléncia do diabetes
em todo o mundo (M. S, 2006). A Organizacdo Mundial de Saude (2007) relata
gue 5% das mortes no mundo sdo causadas por diabetes, 80% dos portadores
de DM vivem em paises de baixo e média renda, encontrando-se na faixa
etaria que varia entre 45 a 64 anos. Considerando a andlise do impacto
econdmico causada pelo DM no Brasil, em 2006 o Ministério da Saude
repassou R$ 370 milhdes para a aquisicdo de medicamentos basicos, para a
incorporacdo da insulina Glargina , o Sistema Unico de Satde (SUS) teve um
gasto mensal de R$ 126.000.000,00 considerando um publico-alvo de 70% de
todos os pacientes diabéticos tipo 1 (504.000 pessoas), e o0 gasto de R$ 250,00
por frasco, segundo média do Banco de Pre¢cos em Saude.

No Brasil, dados de um Estudo Multicéntrico sobre a Prevaléncia do
Diabetes “Censo de Diabetes” realizado sob coordenacdo do Ministério da
Saude no periodo de 1986 a 1988, mostraram que o diabetes acomete cerca
de 7,6% da populacdo entre 30 e 69 anos de idade. Mais de 50% dos
diagnosticados ndo sabiam ser portadores da doenca, enquanto 24% dos
reconhecidamente diabéticos ndo faziam qualquer tipo de tratamento (M. S,
2001).

Cerca de 18 milhGes de pessoas morrem a cada ano de doencas
cardiovasculares, nas quais diabetes e hipertensdo sdo os principais fatores.

Hoje, mais de 1,1 bilhdes de adultos do mundo estdo acima do peso, e 312

Paula, M.J.D.
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milnbes destes sdo obesos. O aumento da prevaléncia do DM2 esta
intimamente conectado com o surgimento da obesidade. Cerca de 90% do
DM2 é atribuida ao excesso de peso. Aproximadamente 197 milhdes de
pessoas tém intolerancia a glicose, mais comumente por causa da obesidade e
a associacdo com a sindrome metabdlica. As estimativas apontam que em
2025 esse numero aumente para 420 milhdes (HOSSAIN et al., 2007).

1.1. Classificacao do diabetes

O diabetes mellitus pode ser classificado, atualmente, em: i) Diabetes tipo
1 (DM 1); ii) -Diabetes tipo 2; iii) Outros tipos especificos; iv)  Diabetes

gestacional.

- Diabetes mellitus 1

O DM é uma desordem metabdlica de multipla etiologia caracterizada por
hiperglicemia crénica com disturbios do metabolismo de carboidratos, gorduras
e proteinas, como resultante de defeitos na secrecdo de insulina, na acao da
insulina ou de ambos (ALBERTI et al., 1998). Também conhecida como
diabetes “juvenil”’, esta desordem é caracterizada por uma deficiéncia na
producdo enddgena de insulina, mediada por um processo auto-imune (tipo A),
onde ocorre a destruicdo das células produtoras de insulina (células p-
pancreaticas//), resultando em uma dependéncia de insulina exdgena injetaveis

ou por causa desconhecida (forma idiopatica ou tipo B).

Na forma auto-imune que € a mais comum, ocorre um processo de
insulite e a presenca de auto-anticorpos (anti-descarboxilase do &cido
glutamico, anti-ilhotas e anti-insulina), enquanto a forma idiopética caracteriza-
se pela auséncia de insulite e de auto-anticorpos. Neste tipo de diabetes ha
auséncia de insulina possibilitando um diagnostico rapido quando comparado
com a diabetes tipo 2 (GROSS et al., 2002). Portanto, no desenvolvimento do
(DM1) estdo envolvidos fatores genéticos, ambientais e infec¢des virais. Esta

doenca afeta, no geral, individuos mais jovens (SHIMADA et al., 2007), sendo a

Paula, M.J.D.
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adolescéncia um periodo de grandes mudancas fisioldgicas e psicoldgicas. O
controle glicémico nesta fase da vida exige bastante esfor¢co e raramente é
alcancado. Esta dificuldade se da por fatores como: mudancas hormonais da
puberdade, problemas psicossociais, problemas de comportamento, a néo-

adesao ao regime de tratamento entre outros (KAKLEAS et al., 2009).

Em comparacdo com a populacdo ndo diabética, em geral os pacientes
DM1 tém um risco aumentado de desenvolver doencas auto-imunes 6rgao-
especificas, como anemia perniciosa e atrofia gastrica, doencas que raramente
acometem individuos nao diabéticos (TZELLOSA et al., 2008).

Entre as complicacbes do DMl tem-se a retinopatia diabética,
neuropatia periférica e nefropatia 0 que reduz drasticamente a qualidade de
vida dos seus portadores. A nefropatia € uma das principais complicagfes do

diabetes aumentando o risco de mortalidade por doencas cardiovasculares.

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

morbimortalidade.

- Diabetes tipo 2

O DM 2 é uma doenca progressiva e multifatorial que caracteriza-se pelo
declinio da funcédo células B, causado por dois tipos de anormalidades
fisiopatolégicas: a resisténcia a insulina (RI) e disfuncdo na secrecdo da
insulina. Isto ocorre por influéncia de fatores genéticos e ambientais como que
contribuem para desordens no metabolismo de carboidratos e lipidios,
glicotoxicidade e lipotoxicidade, respectivamente (GUILLAUSSEAU et al., 1997;
DE VRIESE et al.,, 2000). E geralmente é associada com o0 aumento da

ingestao calorica e sedentarismo.
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Fatores genéticos determinam a susceptibilidade para desenvolver esta
doenca, que muitas vezes, estd acompanhada de outras co-morbidades tais
como hipertensdo e dislipidemia. Juntos, eles constituem a sindrome
metabdlica (MAASSEN et al., 2007). Sdo aspectos fundamentais na
patogénese do DM 2 a diminui¢do da capacidade da insulina desempenhar as
suas funcbes fisioldgicas normais, a Rl e a incapacidade da células-B
pancreaticas secretar insulina de forma adequada (PHIELIX et al.,, 2008). O
DM 2 causa complicagcbes cronicas a nivel microvascular (retinopatias,
nefropatias) e macrovascular (doencas coronéarias, doencas vasculares
periféricas), além de neuropatias, afetando nervos motores, sensoriais e
autonémicos (SIMA; SOGIMOTO, 1999).

A glicotoxicidade (Figura 1) € causada por uma hiperglicemia crénica que
exerce efeito deletério sobre a funcdo de insulinosecrecao das células  que
pode ocorrer tanto pela reducéo da expressao de transportadores de glicose
(GLUT-2) nas ceélulas B quanto pelo aumento do conteudo de glicogénio

nessas células.

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

Os &cidos graxos livres (AGL) desempenham um papel importante no
desenvolvimento do DM2. Em individuos obesos, o acumulo de triglicerideos
(TG) nas ilhotas de Langerhans, somado ao aumento de AGL e TG no plasma
leva a um estado de lipotoxicidade e a perda de secrecdo de insulina em
resposta ao aumento da glicose (Figura 1) O acumulo de TG nas células B
pancreaticas resulta na producdo de radicais citotoxicos, como ceramida e
oxido nitrico (NO), cujos efeitos tdxicos desencadeiam a apoptose celular
(Figura 2).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos fendbmenos de glicotoxicidade e de

lipotoxicidade conduzindo a faléncia progressiva da funcado das células B-
pancreaticas. Adaptado de GIRARD, 2005.
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Figura 2: Representacdo esquematica da cascata de reacdes anormais
resultantes da acumulacdo de lipideos nas células B. Fendbmeno de
Lipotoxicidade conduzindo a destruicdao celular (Apoptose). iINOs:forma
induzivel da monooxigenase sintase; NO:0xido; MTP: poro de permeabilidade
de transicéo (Girard J., 2005).

- Outros tipos especificos de diabetes e Diabetes gestacional
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Ocorrem devido a defeitos genéticos da funcdo da célula beta (), defeitos
genéticos na acao da insulina, doenca do pancreas exoécrino, endocrinopatias,
infeccbes, formas incomuns de diabetes imuno-mediado, etc. O diabetes
gestacional (DG) € definido como uma intolerancia a glicose que comeca ou €
diagnosticada durante a gravidez (A.C.0.G., 2001). No diabetes gestacional
ocorre tolerancia diminuida aos carboidratos, podendo esta toleréncia persistir,

ou néo, apoés o parto.

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

1.2. Insulino resisténcia

A insulina € um horménio anabdlico secretado pelas células B das ilhotas
de Langerhans do pancreas, em resposta ao aumento dos niveis circulantes de
glicose e aminoacidos ap6s uma refeicdo (SESTI, 2006). Este hormbnio age
através de uma subfamilia do receptor tirosina quinase, cujos membros mais
importantes sdo o receptor para insulina e o receptor do fator de crescimento
da insulina | (IGF-IR) (ULLRICH et al., 1986). A hiperinsulinemia pode ativar a
IGF-I promovendo crescimento e divisdo celular das células do musculo liso
vascular, exercendo um potencial aterogénico importante (UTRIAINEN et al.,
1998).

A insulina regula a sintese de lipideos, proteinas e a transcricdo génica
(NAKANO et al., 2002), além de regular a homeostase de glicose, reduzindo
producdo de glicose hepética (através de uma diminuicdo da gliconeogénese e
glicogendlise) e aumentando a taxa de captacao de glicose, principalmente no
musculo esquelético e tecido adiposo. No estado basal a insulina € secretada
em ritmo reduzido e constante para regular a lipdlise e produgcédo hepética de

glicose entre as refei¢cdes e durante a noite (MCAULAY. et al ., 2003).
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A RI é classicamente definida como um estado de reducdo da capacidade
de resposta dos tecidos alvo aos niveis normais de insulina circulante (SESTI,
2006), desempenhando um papel muito relevante no desenvolvimento do DM
2. Ela também é caracteristica de uma série de outros transtornos de saude,
incluindo obesidade, intolerancia a glicose, dislipidemia e hipertensdo, o que

resulta no desenvolvimento da chamada sindrome metabdlica.

O papel das células B pancreaticas € muito importante na homeostasia da
glicose. Como foi supramencionado o DM 1 e DM 2 tem diferentes etiologias,
mas em ambos os tipos, a reducdo severa na funcdo das células beta, leva a
degeneracbes metabdlicas e complicacdes secundéarias ( BUTLER et al.,
2003). O musculo esquelético e o figado sado os mais afetados pela RI. O DM 2
€ caracterizado por um aumento basal da producéo da glicose hepatica (HGP)
e pela reducdo da habilidade da supressdo da HGP pela insulina (insulino
resisténcia hepatica), contribuindo assim para uma hiperglicemia (PHIELIX et
al., 2008., GUILHERME et al., 2008).

Em individuos insulino resistentes, mas que nao apresentam diabetes, 0
controle da glicemia pode ser mantido por aumentos compensatorios na
secrecao de insulina pelas células 3 pancreaticas. Assim, um segundo caminho
para a progressao da Rl e a DM 2 é a falha na producéo dos niveis de insulina
pelas células B que mantenham os niveis normais de glicose no sangue
(KAHN, 2003).

7z

O tecido adiposo é o principal local de armazenamento do excesso de
energia derivada de alimentos, na forma de TG. Em caso de necessidade
calorica, esses TG podem ser rapidamente hidrolisados por lipases (um
processo conhecido como lipdlise) e os &acidos graxos resultantes sao
transportados para outros tecidos para serem oxidados na mitocondria como

fonte de energia (Figura 3).

No estado normal (Figura 3a), os adipécitos armazenam eficientemente os TG,
que podem ser metabolizados, em caso de necessidade energética, na via
mitocondrial gerando ATP. Na hiperfagia e excesso de ingestéo calérica (Figura 3b),

h&d uma sobrecarga metabdlica, consequentemente uma maior entrada de TG,
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ocasionando atrofia das células adiposas. Em individuos n&o diabéticos, com
sobrepeso, o armazenamento dos TG e a B -oxidagdo nos musculos sdo mantidos.
Desta forma, o desenvolvimento da Rl é evitado. Em caso de uma sobrecarga ainda
maior (Figura 3c), ocorre a liberacdo de proteinas pré-inflamatérias como MCR-1,
liberacdo de TNF-a pelos macrofagos resultando em um estado inflamatério crénico,
reduzindo a deposicdo de TG e aumentando a lipdlise. Isso acarreta o acumulo de
lipideos no musculo (Figura 3d), desregulando assim as funcdes mitocondriais, tais
como a fosforilagdo oxidativa e a entrada de glicose no muasculo, desencadeando

desta forma a RI.

O tecido adiposo secreta um grande namero de hormonios peptidicos e citocinas
(conhecido como adipocinas), bem como moléculas ndo peptidicas biologicamente
ativas. Estas moléculas afetam o metabolismo energético em outros tecidos como o
figado e masculo, bem como comportamentos relacionados a alimentagéo através dos

efeitos sobre as vias neuroenddcrinas (GUILHERME et al., 2008).

A importancia do tecido adiposo no controle do metabolismo da gordura corporal é
observada quando ocorre a falta de tecido adiposo, o que conduz a elevadas
concentracdes circulantes de TG e acidos graxos, levando a Rl em ratos e humanos
(GUILHERME et al., 2008). A presenca de tecido adiposo é também necesséria para
a secrecdo normal de adipocinas como leptina e adiponectina, que aumentam a

sensibilidade a insulina.
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Figura 3 — Mecanismo de resisténcia a insulina, adaptado de GUILHERME et al.,

2008.

1.3. Insulinoterapia
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Em termos estruturais, a insulina é uma proteina formada por duas
cadeias de aminoacidos (a.a.), A e B, que contém 21 e 30 a.a,
respectivamente, interligadas por duas pontes de dissulfeto. A massa molecular
(MM) é de aproximadamente 6 KDa. A composicdo em a.a. é variavel para
diferentes animais, mas em cada cadeia 10 residuos sdo comuns. Na cadeia A
existe uma ponte de dissulfeto intra-cadeia (A6-Al1l). Alguns aa. da molécula
nao sao essenciais a atividade biologica da insulina, como os residuos em B30
ou A21. O octapeptideo terminal da cadeia B (B23-B30) é importante na acéo
hipoglicémica, visto que a separacédo deste segmento conduz a perda de 85%
da atividade biolégica (CHIEN, 1996).

Com ja foi exposto anteriormente, este horménio anabdlico tem
importante papel na regulagdo da homeostase da glicose, e na sua auséncia
ocorre o desenvolvimento de uma hiperglicemia, o que induz uma série de

patologias em diferentes tecidos, entre eles as células vasculares e neuronais.

A atividade dos nervos parassimpaticos, bem como a estimulacdo com a
glicose, tem um papel importante na secre¢cdo de insulina pelas células (3
pancreaticas. A ativacdo do receptor muscarinico por acdo da acetilcolina
(ACh) promove a exocitose dos granulos de insulina e a ACh também
despolariza as células B. O influxo de Ca2+ promovido pela abertura de canais
voltagem dependentes induzida por glicose e ACh resulta no aumento do [Ca?*
] citosolico nestas células (NAKANO et al., 2002). O receptor de insulina € uma
tirosina cinase, que sofre autofosforilacdo e catalisa a fosforilagdo de proteinas
celulares, tais como membros das familias IRS (substratos do receptor de
insulina), Shc (molécula adaptadora e substrato do receptor de insulina) e Cbl

(protooncogene que exerce fungao de substrato do receptor de insulina).

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila esses varios substratos
protéicos em tirosina. Junto com a fosforilagdo da tirosina, essas proteinas
interagem com moléculas sinalizadoras através de seus dominios SH2,
resultando em diversas vias de sinalizacdo, que modulam a regulacdo do

trafego vesicular, sintese de proteinas, ativacdo e inativacdo de enzimas e
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expressao génica (Figura 4). As células 3 pancreaticas possuem receptores de
insulina e ha evidéncias da acéao autocrina desse horménio na funcédo dessas
células, incluindo a transcricdo da glicocinase e genes responsaveis pela
expressao de insulina (LAKEY et al., 1990).

Cat Secregéo de Insulina

Canal de K*sensivel

ao ATP Despolarizagdo

Transportador de
Glicose (GLUT2)

Proteina

Clmu\Ba

Mitocondria

Figura 4 - Secregdo de insulina e sinalizagdo da célula B pancreatica

(CARDOSO et al., 2007).

O tratamento com insulina exdgena tem como objetivo obter niveis
plasmaticos idénticos aos da secrecdo fisioldgica em individuos nédo diabéticos
(SILVA et al., 2003). A terapéutica normal consiste na administracdo parenteral
de insulina, em especial pela via subcutanea (s.c.), sendo curto seu tempo de
acado, 4 - 8 horas, 0 que exige 2 a 4 injecOes diarias para um controle
apropriado da doenca. Apds a injecdo ocorre um aumento na concentracao de
insulina plasmatica que apresenta picos apos 1-2 h e retorna as concentracdes
basais dentro de 6-8 h (TREHAN et al, 1998).
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Os efeitos metabolicos da insulina variam consideravelmente intra e inter-
individualmente. Um fator muito importante para a taxa de absorcdo da insulina
injetada € o fluxo de sangue local no tecido subcutaneo, o que facilita sua acao.
Além disso, fatores como realizacéo de atividade fisica, associagcdo com outros

farmacos e controle metabdlico podem modificar a sensibilidade a insulina.

Em pacientes diabéticos mal controlados, em que coexistem sobrepeso ou
obesidade, sem recente perda de peso e sem cetoacidose, predomina
fisiopatologicamente a Rl sobre a insulinopenia. No entanto, com persisténcia
de altos valores da hemoglobina glicada (HbA;c) deve-se insulinizar o paciente
para reduzir o risco de complicacées micro e macrovasculares (IZQUIERDO E
et al., 2008).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Diabetes em 2009, o valor de
HbA1. mantido abaixo de 7%, o que corresponde a uma glicemia em torno de
156 mg/dL, promove protecdo contra o surgimento e a progressao das
complicagbes microvasculares do diabetes (GIACCARI et al., 2009). Dados da
Associagdo Americana de Endocrinologistas Clinicos (AACE) e do Colégio
Americano de Endocrinologia (ACE) recomendam um percentual de HbA;. de
6,5%. Segundo a ACE e a AACE, pacientes com um nivel de HbA;. de 8,5%
raramente alcancam os niveis glicémicos aceitaveis utilizando hipoglicemiantes
orais em monoterapia, nestes casos sao recomendados a insulinoterapia como
combinacgéo terapéutica, pois com a evolucdo natural do DM 2, a capacidade
secretora de insulina pelo pancreas se esgota de forma progressiva dificultando
o controle glicémico. O inicio da terapia insulinica leva ao aumento dos riscos
de episodios de hipoglicemia, e ainda se produz um aumento de peso corporal,
0 gque habitualmente ja é excessivo no DM2 (BRETZEL et al., 2006).

2.0. Tratamento do diabetes Mellitus tipo 2
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As complicagcées em longo prazo associadas com o DM2 tém elevado
custo econdmico - 0s pacientes diabéticos consomem mais do dobro dos
cuidados de saude do que os nao diabéticos, devido principalmente ao alto
custo associado com o tratamento destas complicacfes (SKYLER; ODDO,
2002).

Para o tratamento do DM2, dois conjuntos de medidas podem ser
tomados : modificacbes no estilo de vida tais como regularidade da ingestéo
alimentar através de dietas hipocaloricas, realizacdo de atividades fisicas que
diminuem as concentracdes de glicose, reduzem os fatores de risco
coexistentes de doengas cardiovasculares e aumentam eficicia dos esquemas
terapéuticos (INZUCCHI, 2002). E, medidas medicamentosas, sendo utilizados
0s agentes antidiabéticos orais 0os quais sdo indicadas quando o paciente
diabético ndo responde ou deixa de responder adequadamente as medidas

nao medicamentosas.

Os farmacos de escolha para o tratamento oral do DM2 sao a
metformina, as sulfoniluréias, a glibenclamida e a glicazida. Nas ultimas
décadas, os compostos heterociclicos que apresentam o anel tiazolidinico tém
sido alvos de extensos estudos quimico e biolégico. Dentre estes, destacam-se
as tiazolidina-2,4-dionas (a), grupo de compostos bioisosteros da hidantoina (b)
estruturalmente diversos (Figura 5). A importancia dessas tiazolidinadionas
(TZDS) se da pela viabilidade de sua sintese, podendo ser preparados em
poucas etapas sintéticas, com produtos acessiveis, metodologia eficaz e
economicamente viavel obtendo-se produtos com bons rendimentos.capazes
de influenciar a regulacao de diferentes cascatas moleculares, com implicagbes
importantes no tratamento do cancer, doengcas metabdlicas, inflamatorias e
neurodegenerativas (RAKOWITZ et. al., 2006), hipoglicemiantes, anti-tumoral
atuam em canceres de colon e mama (MORETTI et al., 2001; PANIGRAHY et
al., 2002), anti-oxidante (JEONG et al., 2004) esquistossomicidas entre outras.
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Figura 5 - Compostos bioisésteros tiazolidina-2,4-diona (a) e hidantoina

(b).

A sintese de compostos contendo o anel 4-tiazolidinona é bastante
descrita na literatura (ANDRES et al., 2000; DANDIA et al., 2006). Devido a
busca por um método geral, simples, eficiente e de baixo custo para a
obtencdo destes compostos, varios trabalhos tém sido desenvolvidos
(MOURAO et al.,, 2005; OLIVEIRA et al.,, 2008; KAVITHA. et al., 2006;
TENORIO et al., 2005). Em geral, as 4-tiazolidinonas podem ser produzidas,
com bons rendimentos, através de reagdes de ciclizagdo envolvendo acido a-
haloacético ou acido a mercaptoacético, como descrito em revisdes
desenvolvidas por Brown (1961),0Olivereira (2008) e Singh e colaboradores
(1981).

As TZDs ou glitazonas sao agentes hipoglicemiantes orais (figura 6), que
atuam aumentando, especialmente, a sensibilidade do tecido adiposo a insulina
(PETERS, 2001; SALTIEL et al 1996 ). Varios estudos mostram o efeito do
tratamento das TZDs sobre o metabolismo de lipideos, diferenciacéo celular e
alguns riscos cardiovasculares (COLLIONS et al., 2001; LAW et al 1996;
MOURAO et al., 2005).

Atualmente os medicamentos da classe das TZDs que séao usadas para
tratar o diabetes s&o: Avandia® (rosiglitazona), Actos (pioglitazona), Avandary®l
(rosiglitazona e glimepiride), Avandamet® (rosiglitazona e meteformina), e
Duetact® (pioglitazona e glimepiride). Estes farmacos atuam aumentando a
sensibilidade das células a acdo da insulina, podendo também, reduzir a
producdo de glicose pelo figado. Podem ser usadas em monoterapia, mas
freqientemente sdo associadas as sulfoniluréias, a metformina ou a insulina

para maior beneficio. Ao contrario das sulfoniluréias, ndo estimulam a secrecao
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de insulina. Varios estudos sugerem que as TZDs séo bem toleradas e, quando
usadas em monoterapia, € improvavel que causem hipoglicemia. No Brasil,
estudos especificos sobre a utilizacdo destes farmacos antidiabéticos, bem
como sobre os fatores relacionados a este uso, S80 raroS Oou mMesmo
inexistentes, embora o conhecimento destas questdes seja imprescindivel para

0 emprego terapéutico adequado desta classe.

Foi demonstrado que um dos alvos moleculares dos derivados
tiazolidinicos sdo os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma
Gama (PPARYy) (LEHMANN et al., 1995). Atuando sobre estes receptores, as
TZDs estimulam a diferenciacdo dos adipécitos e aumentam a insulino-
sensibilidade dos tecidos (MOURAO et al., 2005; LEITE et al., 2006).

2.1. PPARYy : alvo terapéutico no tratamento do diabetes mellitus

Os receptores nucleares PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor gamma) sdo responsaveis pelo balanceamento energético e
hormonal atuando principalmente no metabolismo de lipidios e glicose.
Apresentam  atividades antiinflamatérias, imunomoduladora e anti-
aterosclerotica. Esses receptores estdo associados a varias doencas como
DM2, arteriosclerose e obesidade (WILLSON et al., 2001). O papel fisiolégico
dos receptores PPARYy revela-se apds sua ligacdo a ligantes especificos. Os
receptores PPARy sao especificamente ligados as tiazolidinas (Figura 6) e

apresentam atividade anti-diabética
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Figura 6 - Tiazolidinas Hipoglicemiantes

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

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

energeético.

Foi mostrado que o PPARYy reprime a expressdao de mediadores pro-
inflamatérios no nivel transcricional por inducdo inibitéria da 6xido nitrico
sintase (INOS) e ativacdo da sinalizacdo da proteina-1 (AP-1) (RICOTE et al.,
1998; DELERIVE et al., 2001).

Ha também evidéncias de que PPARy atuam em varias circunstancias
fisiopatoldégicas com o cancer, a arteriosclerose, inflamacdo e a diabetes.
(DUEZ et al., 2001).

3.0. Diabetes Experimental

O pancreas é constituido pelas ilhotas de Langerhans compostas por
células a produtoras de glucagon, células B produtoras de insulina, células &
produtoras de somatostatina e células PP produtoras de polipeptideo
pancreatico. As ilhotas pancreaticas podem sofrer alteragcdes funcionais e
morfolégicas decorrentes de varios fatores. Farmacos como a aloxana e a
estreptozotocina sdo capazes de produzir radicais livres que destroem as
células B do pancreas resultando em um quadro de hiperglicemia (LEKHOLM ,
1993; TESCH., ALLEN, 2007).

Estas drogas cicitotoxicas sdo bastante utilizadas para inducdo de
diabetes experimental em animais tais como, ratos, coelhos e camundongos.
Estas substancias, apesar de causarem um elevado indice de mortalidade

relativa, sdo de facil execucédo e permitem a utilizacdo de um grande numero
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de animais. A sensibilidade da STZ varia segundo a espécie animal, sexo,
idade e estado nutricional (BAILEY et al, 1990).

A aloxana é uma droga de acao rapida, seletiva de células beta
pancreaticas e de baixo custo. Esta droga ou seus metabdlitos interagem com
ions presentes no panceas, como o0 zinco, provocando uma destruicdo das
células beta das ilhotas de Langerhans (MAEDA; FERNANDEZ, 1995).
Entretanto, outras observacfes dao suporte a teoria da formacéao de radicais de
oxigénio que desempenham uma funcéo significativa na acao diabetogénica
desta substancia (DONNINI et al., 1996, MALAISSE, 1982;). J4 a STZ causa a
degranulacdo das células produtoras de insulina e, consequentemente,

promove o aparecimento do diabetes.

A STZ é um analogo da N-acetilglucosamina (GIcNAc), que é facilmente
transportada pelas células B do pancreas pelo transportador de glicose GLUT-
2, causando a toxicidade destas células e resultando em deficiéncia de
insulina. Desta forma, a STZ inibe seletivamente a atividade da O- GIcNAcase,
que € responsavel pela remocdo da O-GIcNAc da proteina. Isso causa
glicosilagao das proteinas intracelulares resultando em apoptose das células 3
do pancreas (TESCH, ALLEN, 2007).

Alguns estudos mostram que em ratos da linhagem Wistar, a dose de 35
mg/Kg de STZ produz DM 2 com glicemia entre 180-250 mg/dL (STRIFFLER et
al., 2004; UGOCHUKWU et al., 2004), a dose de 65 mg/kg produz DM 1 com
glicemia acima de 350 ml/dL, caracterizando uma diabetes severa (MIHM et al.,
2001; UGOCHUKWU et al., 2004). Segundo Caluwaerts et al. (2003), o nivel
normal de glicose para ratos € abaixo de 100 mg/dL, entre 100 - 300 mg/dL a
hiperglicemia seria moderada, e acima de 300 mg/dL a hiperglicemia seria

severa.
As alteracdes fisiologicas manisfestadas neste quadro sé&o

hiperglicemia, glicosuria, polidipsia, polifagia e polidria. A hiperglicemia

plasmatica aumenta a absorcao de glicose pelos néfrons dos rins levando a um
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aumento da excrecao de glicose na urina (glicosuria), gerando um aumento da
pressdo osmotica e maior retencdo de agua na urina (polidria);
consequentemente a ingestao de agua é aumentada (polidipsia). O aumento do
consumo de racdo (polifagia) pode ser associado com o fato da auséncia de
insulina comprometer o transporte de glicose para as células, sendo assim as
células ficam sem energia, portanto o animal aumenta a ingestdo de ra¢do para
suprir a falta de energia celular e mesmo assim ocorre a perda de peso
(WONG et al.,1993)

4.0. Obtencao de novos farmacos

A Quimica Medicinal, segundo definicdo da IUPAC, é uma disciplina
baseada na quimica, envolvendo aspectos das ciéncias bioldgicas, médica e
farmacéutica, cuja missdo €é o0 planejamento, descoberta, invencao,
identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos (protétipos), o
estudo do metabolismo, interpretacdo do mecanismo de a¢éo a nivel molecular
e a construcdo das relacbes entre a estrutura quimica e a atividade
farmacoldgica. Um projeto de Quimica Medicinal compreende as etapas de

descoberta, otimizacao e desenvolvimento do protétipo (WERMUTH, 2003)

Dentre os métodos de obtencdo de novos farmacos, a modificacdo ou
variagcao molecular, utilizando conceitos de bioisosterismo e isoisterismo s&o 0s
mais utilizados (BARREIRO et al, 2001). Este ultimo é aplicado na escolha de
atomos ou moléculas organicas ou inorganicas que possuem o mesmo nimero
e/ou o0 mesmo arranjo de elétrons (BURGUER, 1991). J4 com a aplicacao de
bioisosterismo pode-se analisar a influéncia da modificagdo de um atomo ou de
um grupo de atomos por seu bioisGstero sobre a atividade biolégica que o
farmaco original apresenta, podendo ser de acdo idéntica ou mesmo

antagonica
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Na década de 80, os avangos da biologia molecular contribuiram para a
compreensao dos aspectos bioquimicos associados a varias fisiopatologias,
favorecendo o fortalecimento da abordagem de planejamento de farmacos
baseado no mecanismo de acdo pretendido (LIMA, 2007). Para isso foram
imprescindiveis avancos na utilizacdo de técnicas como espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) (PELLECCHIA et al 2002), métodos
computacionais para analise do complexo receptor-ligante e os conceitos de
pontos e grupamentos farmacoféricos (LIMA, 2007). Desde entdo, varios
grupos de pesquisa foram criados, reconhecendo a importancia desta
estratégia de planejamento molecular de ligantes. Entre esses, temos o Grupo
de Pesquisa em Inovacéo Terapéutica (GPIT) do Laboratério de Planejamento
e Sintese de Farmacos (LPSF) da Universidade Federal de Pernambuco, que
desde 1980, trabalha com a sintese, planejamento e avaliagdo das
propriedades farmacolégicas de derivados tiazolidinicos empregando-se
meétodos fundamentados em diferentes estratégias da Quimica Medicinal, como
de bioisosterismo e isoisterismo, tendo-se obtido resultados animadores no
desenvolvimento de derivados tiazolidinicos bioativos potenciais candidatos a
farmacos antidiabéticos (MOURAQ, 2005), antimicrobianas (ALBUQUERQUE
et al., 1999) e antiinflamatoérias (UCHOA, 2004; SANTOS et al, 2005; COUTO,
2006).

Dessa forma, o trabalho aqui desenvolvido, inserido numa linha de
pesquisa que visa 0 planejamento racional e a sintese de novos protétipos
bioativos, se propds a sintetizar e avaliar a atividade hipoglicemiante de um
novo derivado tiazolidinico a fim de reduzir ou eliminar os efeitos toxicos,
diminuindo o tempo de reagcdo e menor formagdo de subprodutos e

maximinizando os efeitos benéficos dos farmacos aqui planejados.

5.0. Justificativa
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As TZDs séao potentes sensibilizadores de insulina que melhoraram o
controle glicémico e exercem efeitos benéficos sobre os fatores de risco
cardiovasculares (SAUER et. al., 2006). No entanto, dados da literatura relatam
que o tratamento com a rosiglitazona, uma tiazolidina em uso na clinica
médica, foi associada com aumento de risco de enfarte no miocardio e morte

por doencas cardiovasculares (STAFYLAS et al., 2009).

Dessa forma, este trabalho foi desenvolvido inserido numa linha de
pesquisa que visa o planejamento racional e a sintese de novos prototipos
bioativos, e se prop&e a contribuir para o desenvolvimento e melhoramento de
agentes farmacodinamicos com atividade hipoglicémica e hipolipidémica, na
tentativa de torna-los mais eficazes, especificos e menos toxicos, buscando um

tratamento mais satisfatorio para o diabetes.

II - OBJETIVOS
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a. Objetivo geral

Encontrar uma nova alternativa terapéutica mais eficaz que as atuais
drogas hipoglicemiantes e desta forma contribuir com a pesquisa de novos
agentes, mais especificos e menos téxicos, melhorando as desordens

metabolicas do diabetes mellitus.

b. Objetivos especificos

Preparar, por sintese organica, o novo derivado 5-benzilideno-3-benzil-
tiazolidinico

Caracterizar  estruturalmente o0 composto sintetizado por métodos
espectrofotométricos, tais como infravermelho, ressonancia magnética nuclear
de hidrogénios e espectrometria de massas;

Avaliar a atividade antidiabética do composto sintetizado.

Il - MATERIAL E METODOS

1.0. Parte Quimica
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1.1. Sintese do derivado 5-(1H-INDOL-3-IL-METILENO)-3-(4-METIL-

BENZIL)-TIAZOLIDINA-2,4-DIONA (LPSF/GQ-11)

CICH,COOH  +  (HaN)CS

-~

/

S

l CHy.Cl

N~ 2 Hs

T

A\

N
H O 2 Hs

N
H
‘c=
/
L
N
H
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H
C—C C OCHgCH3
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Figura 7. Rota da sintese do derivado da série 5-(1H-indol-3-il-metileno)-3-(4-
metil-benzil)-Tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-11)

O derivado 5-(1H-indol-3-il-metileno)-3-(4-metil-benzil)-Tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-11) foi obtidos através de sintese em varias etapas.
Inicialmente, obtém-se a tiazolidina-2,4-diona por reacdo da tiouréia com o
acido cloroacético. Numa segunda etapa a tiazolidina-2,4-diona reagiu com o
cloreto de 4-metil-benzila, para formacédo da 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona. Paralelamente, obtém-se os compostos 3-aril-2-ciano-acrilatos de etila
através da reagdo de condensacdo de indol-3-carboxaldeido com cianacetato
de etila, em presenca de piperidina.

Finalmente, a 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona sofre uma reagéo

de adigéo pelo éster cianocindmico, conduzindo ao produto final desejado.
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1.1.1. Obtencéo datiazolidina-2,4-diona

S_ _O
Y
LN
e \

Em um baldo adicionou-se a tiouréia (5 g - 0,0658 mols) o acido
cloroacético (6,335 g - 0,0673 mols) previamente dissolvido em agua. Aqueceu-
se a mistura por 18 horas. Em seguida, deixou-se o produto obtido em repouso
por 24 horas na geladeira. Formaram-se cristais brancos, cuja purificacao foi

feita por recristalizacfes sucessivas em agua destilada.

A tiazolidina-2,4-diona, de férmula molecular C3H3NO2S (MM = 117),
apos purificacdo, apresenta-se na forma de cristais brancos. Este composto foi
obtido com rendimento de 84 %, apresentando ponto de fusdo 121-122°C
[ponto de fusdo na literatura 122°C (KOCHKANYAN; ISRAELYAN;
ZARITOUSKII, 1978)] e Rf = 0,51, em sistema de eluicdo CHCI3/CH30OH 96:4.

1.1.2. Obtencao da 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-1)

N N/CHZGCHQ,
\SA\O
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A tiazolidina-2,4-diona (5,5712 g - 0,0476 mols), dissolvida em 10 mL de
etanol absoluto, adiciona-se hidréxido de potassio (1,9 g - 0,0476 mols)
dissolvido por sua vez em 10 mL de etanol absoluto, deixando-se reagir a
temperatura ambiente, por 10 minutos. Ao sal de potassio da tiazolidina-2,4-
diona formado adiciona-se 7 mL do cloreto de 4-metil-benzila, deixando-se
reagir por 4 horas a uma temperatura de 70 °C. A mistura reacional adiciona-se
gelo picado; o precipitado formado é filtrado e purificado através de
cromatografia sob pressdo em silica gel 60 através de um gradiente de eluigdo
CHCI; e CHCI3/CH30OH 92:08 (SHIVAIKA et al., 1983).

Férmula Molecular  Massa P.F. (°C) . Sistema de eluicdo

Molecular

C11H110,NS 189 70-72 56 0,78 Hex/Ac 7:3

1.1.3. Obtencéao do 2-ciano-3-(1H-indol-3-il)-acrilato de etila (LPSF/IP-19)

CN

|
‘ CH=C—C—OCH,CH;
o)
N

|
H
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Em um baldo de fundo redondo colocam-se o 3-carboxi-indol (3 g -
0,02069 mols) e o cianacetato de etila (2,3379 g - 0,02069 mols), em presenca
de piperidina como catalisador e benzeno como solvente. A mistura reacional é
aquecida a uma temperatura de 110 ‘C, durante 4 horas. O produto é mantido
na geladeira por 12 horas. O éster foi purificado através de recristalizagbes
sucessivas em etanol (COPE et al., 1941; PITTA et al., 2007, SANTOS et al.,
2005; ALBUQUERQUE et al., 2005; BRANDAO et al., 2004; YADAV et al.,
2004; HAMZA et al., 2002; YADAV et al., 1998; SINGH et al., 1998; ERTEL et
al., 1977; MATSUOKA et al., 1990; RODIONOV et al., 1950; VAN et al., 1945).

Formula Massa P.F. (°C) . Rf Sistema de eluicdo

Molecular
Molecular

C14H15N,0, 240 162-165 84 0,71 Benz/AcOEt 6:4

1.1.4. Obtencédo da 5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-

2,4-diona (LPSF/GQ-11)
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A mistura reacional da 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-1) (0,3 g -
0,00136 mols) e do éster 2-ciano-3-(1H-indol-3-il)-acrilato de etila (LPSF/IP-19) (0,32 g -
0,00136 mols) dissolvido em etanol seco, em presenca de piperidina como catalisador, é
aquecida a refluxo durante 4 horas. Apds resfriamento em banho de gelo ocorre a
cristalizagdo da 5-(1H-indol-3-il-metileno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-
11) (PEREIRA, 2007).

Férmula Molecular Massa P.F. (°C) . Sistema de eluicdo

Molecular

C20H16N20,S 348 229-231 99,02 0,48 Benz/AcOEt 95:5

2.0. Parte Bioldgica
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2.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250g a 300g,
procedentes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos a
temperatura de 21 + 2° C, ciclo claro-escuro de 12 horas, umidade de 65%. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais recebendo racdo labina

(Purina®) e agua ad libitum.

Todos os protocolos foram submetidos e aprovados pelo comité de ética
da Universidade Federal de Pernambuco (processo n° 23076.006464/2009-98).

2.2. Protocolo experimental
- Inducéo do Diabetes e grupos experimentais

Os animais foram divididos em dois grupos: i) diabético - recebendo uma
dose Unica de 42 mg/Kg de estreptozotocina (STZ, Sigma, St. Louis, MO,
USA), via intra-peritoneal, dissolvida em tampao citrato (0,01M pH 4,5),
denominado grupo diabético (n = 36); ii) grupo controle (h= 6) -

normoglicémico, tratado apenas com o veiculo (tamp&o citrato).

Os niveis de glicose foram estimados com o uso de um glicosimetro
(Lifescan®, Johnson & Johnson Company, EUA) sete dias ap6s a
administracdo de STZ. Foram considerados diabéticos os ratos que
apresentaram glicemia de jejum acima de 200 mg/dL. Este grupo de animais foi
subdividido em seis novos grupos, que receberam tratamentos diferenciados
para a avaliacdo da atividade antidiabética das moléculas candidatas a

agonistas de PPARYy :

Grupo 1 — hiperglicémico tratado apenas com veiculo (Diabético nao tratado -
D);
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Grupo 2 - hiperglicémico tratados com rosiglitazona (10mg/Kg, RG),

diariamente durante 14 dias ;

Grupo 3 - hiperglicémico tratado com LPSF/GQ-11 (10mg/Kg, v.0.) diariamente

durante 14 dias ;

Grupo 4 - hiperglicémico tratado com LPSF/GQ-11 (20mg/Kg, v.0.) diariamente

durante 14 dias ;

Grupo 5 - hiperglicémico tratado com insulina associada com LPSF/QG-11

(10mg/Kg, v.0.) diariamente durante 14 dias ;
Grupo 6 - hiperglicémico tratado com insulina (I) durante 14 dias.

Os procedimentos experimentais foram realizados sempre pela manha
(entre 8 e 9 horas). Animais com glicemia abaixo de 200 mg/dL e acima de 350
mg/dL foram descartados do protocolo. Amostras de sangue foram coletadas
através do plexo retro-orbital, com auxilio de tubos capilares, sob anestesia
(Tiopental, 30 mg/Kg) para dosagens bioquimicas e submissdo aos varios
tratamentos, segundo o grupo de animais. Apés o tratamento de 14 dias, os
animais foram postos novamente em jejum de 10 horas, anestesiados e foi
coletado novas amostras de sangue para a realizacdo dos testes bioquimicos.
Em seguida, os animais foram sacrificados sob anestesia e os 6rgdos como

rins e coracao retirados.

O grupo tratado com insulina humana NPH (Neutral Protamine Harguerdon;
Biohulin NU-100, 100 U/mL, Biobras, Montes Claros, MG, Brazil), recebeu a
insulina duas vezes ao dia por via sub-cuténea .

Os animais dos grupos tratados com o derivado tiazolidinico LPSF/GQ-11
(10mg/Kg) associado a insulina e o0 grupo tratado com insulina em
monoterapia, receberam doses de insulina de acordo com os niveis de glicose
plasmatica apresentado ( em acordo com Matafome et al., 2009) :

- Glicemia entre 200 e 299 mg/dL, 4 U;
- Glicemia acima de 300 mg/dL - 6 U.

A nova tiazolidinadiona foi diluida em uma suspensao base composta
por. Carboximetilcelulose (CMC 1000 a 2000), Sorbitol 70% e Diéxido de Silicio
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coloidal (Aerosil ). Esta mesma suspensao foi administrada no grupo controle

normoglicémico e no grupo diabético.

2.3. Consumo alimentar, hidrico e ganho de peso corporal

Os animais foram alojados em gaiolas individuais e alimentados com
agua e racao ad libitum , sendo uma quantidade em cerca de 100g/dia da
racdo purina e 700mL/dia de 4gua. O consumo de racdo e agua foi anotado
diariamente, entre 9 e 10 horas da manh&, sendo calculado sobre as sobras
verificadas no dia seguinte.

O ganho ou perda de peso dos ratos tratados com insulina, TZDs e RG
e/ou veiculo foi acompanhado semanalmente durante todo periodo
experimental.

2.4. Determinacdo dos parametros bioguimicos

Foram coletadas amostras de sangue de todos os animais antes da
administracdo das TZDs (T= 0), com o objetivo de determinar os niveis de
glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol LDL e colesterol HDL
plasmaticos, e apos o término do tratamento (décimo quarto dia). As amostras
foram centrifugadas a 4000 r.p.m. durante 15 minutos. O colesterol plasmatico
foi determinado pelo método enzimatico-Trinder, um ensaio enzimatico de
determinacdo espectrofotométrica que utiliza as enzimas colesterol-esterase,
colesterol oxidase e peroxidase, comercializado pela Labtest ®

Os trigliceridios plasmaticos também foram medidos pelo método
enzimatico -Trinder através das reacOes catalisadas pela lipase,
gliceroquinase, glicerol fosfato oxidase e peroxidase, comercializados
igualmente pela Labtest®.

O colesterol LDL e colesterol HDL foram mensurados quantitativamente
pelo método de precipitacdo utilizando os reagentes comercializados pela
Labtest®.

A leitura de todas as amostras foi realizada em espectrofotdmetro com

filtros de acordo com indicagé&o do kit.
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2.5. Efeito do diabetes sobre os parametros anatdbmicos do coragédo em
ratos tratados com tiazolidinadionas em monoterapia ou associada a

insulina

Ao final dos experimentos, os coracdes foram excisados. Os atrios
foram ablados e os ventriculos pesados para avaliagdo do peso umido, logo
depois foram secos em estufa a 70°C durante 48 horas, e repesados para
avaliacdo do peso seco. A relacdo peso do coracdo seco/peso corporal foi
determinada e usada como indice de atrofia/ hipertrofia cardiaca (KNUFMAN et

al, 1987; LAHLOU et al, 1998) e comparada entre 0s grupos.

3.0. Andlise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como variacdbes meédias + erro
padrdo da média (e.p.m.). Na andlise dos dados foram utilizados o teste t de
Student para dados nado-pareados. Para andlise de bloco foi utilizada a analise
de variancia (ANOVA) a uma via ou duas vias. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

Para auxiliar na analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad
Prism Software (San Diego, CA, USA).

IV — RESULTADOS

1.0. Analise Espectroscoépica
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1.1. Infravermelho

Através da espectroscopia no infravermelho (Figuras 8 e 9), verificaram-
se as bandas de absor¢do caracteristicas dos grupos funcionais presentes nos
ésteres de Cope. Observou-se as frequéncias de absorcdo referentes a
deformacéo axial do grupamento C=N, variando entre 2211 a 2221 cm™, e as
vibracBes de deformacdo da C=0 em uma banda de absorcdo compreendida
entre 1694 a 1720 cm™. A vibracdo da ligacdo dupla C=C foi observada em
uma frequiéncia de 1567 a 1598 cm™. O espectro IV do derivado 2-ciano-3-(1H-
indol-3-il-metileno)-acrilato de etila (LPSF/IP-19) apresenta uma frequéncia de
absorcdo do NH em 3325 cm™ (Tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncias de absor¢do no infravermelho do 2-ciano-3-(1H-indol-3-il)-

acrilato de etila (LPSF/IP-19) (cm™)

CN
‘ CH=C—C—OCH,CH;
o)
|
H
NH CH CN c=0
3325 1567 2211 1694 1262

Pastilhas de KBr - Espectrofotdmetro FTIR Bruker, modelo IFS66

Tabela 2 — Frequéncias de absorcdo no infravermelho do 5-(1H-indol-3-il-

metileno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-11) (cm™)
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O\ N/CH24®70H3
H= N
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3406 1595 1727 1664

Pastilhas de KBr - Espectrofotdmetro FTIR Bruker, modelo IFS66
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Figura 8 - Espectro de infravermelho do 2-ciano-3-(1H-indol-3-il-metileno)-

acrilato de etila (LPSF/IP-19)
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Figura 9 - Espectro de infravermelho do 5-(1H-indol-3-il-metileno)-3-(4-metil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-11)

1.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
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A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN*H) permitiu confirmar as estruturas dos compostos sintetizados. Foram
verificados os picos caracteristicos dos hidrogénios presentes nos grupos CH=,
CH,, CHs, NH e no anel aromatico. Nas tabelas 3 e 4 encontram-se expressos,
em ppm, os deslocamentos quimicos observados para estes compostos. As
figuras 10 e 11 ilustram os espectros dos derivados sintetizados.

Tabela 3 - Deslocamento quimico (8) do 2-ciano-3-(1H-indol-3-il)-acrilato de
etila (LPSF/IP-19)

CN

\
‘ CH:C*(H:*OCHZCHg
@)
N

-CH; Hidrogénios

(@) ® Aromaticos

J=72Hz J=72Hz

8,57 4,28 1,31 12,60 7,99 — 7,26 (5H, m)

Tabela 4- Deslocamento quimico (6) do derivado 5-(1H-indol-3-il-metileno)-3-
(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-11)
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O\\ N/CHZOCH;;
CH¢[/\\

IrI—=

Hidrogénios Hidrogénios

Benzilicos Benzilidénicos

7,82 4,79 9,09 - 2,27 792 (2H,d) J=7,79Hz 7,29 — 7,14 (5H, m)
7,51 (2H,d) J=7,79Hz

Solvente — DMSO-d; - Espectrofotdmetro Varian modelo Unity plus-300 MHz

Solvente — DMSO-d; - Espectrofotdmetro Varian modelo Unity plus-300 MHz
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Figura 10 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do 2-ciano-3-(1H-
indol-3-il)-acrilato de etila (LPSF/IP-19)

Paula, M.J.D.



54

[t it ang et
P 84 8. 7 7.4 72 pp
o /CHZQCH3
N
HC S)%o
‘ A\
N
H 63a
o\ L PSPPI V00 Ly R - " b JWJ MLMM
L M Bt R | | e e e L B BT e e 1 | \ e e e e | v
Le 11 n 1] 3] ' 1] L] L] ] 4 1 I
|I_I||ll ' I'.IIHII ! ' Ilh fhl I“."‘ll
[} (L LY oy

Figura 11- Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do 5-(1H-indol-3-il-
metileno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-11).

Paula, M.J.D.



55

2.0. Efeito do tratamento com estreptozotocina

Os niveis de glicose observados nos animais tratados com STZ (42
mg/Kg, i.p.).foram significativamente elevados (p < 0,001) apés 7 dias do
tratamento quando comparado aos animais controle (327,9 + 12,3 vs 95,3 %
1,8 mg/dL, respectivamente), configurando um quadro de hiperglicemia.
18,75% dos animais que foram tratados com STZ apresentaram niveis

glicémicos < 200mg/dL, sendo descartados do protocolo.

A tabela 5 mostra os resultados das dosagens dos niveis plasmaticos de
glicose e triglicerideos antes e ap0s o tratamento dos animais diabéticos com

as TZDs associadas ou nao a insulina.

O grupo diabético nao tratado (D) apresentou niveis de triglicerideos
plasmaticos significativamente (p < 0,0001) elevados quando comparado aos

demais grupos.

Foi verificado ainda, que o consumo de racdo dos animais que
receberam STZ foi significativamente elevados (p < 0,001), sendo de 48,04+
0,8 g para o grupo diabético vs 37,4+ 1,2 g para o controle (Figura 12) . Da
mesma forma, a ingestdo hidrica diaria foi 4,3 vezes maior no grupo diabético
(209,0+ 6,1 mL) quando comparado ao controle (48,21+ 2,0 mL). Esses
resultados confirmam o quadro de polifagia e polidipsia, que sdo caracteristicos
do diabetes. (Figuras 12 e 13).
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Tabela 5- Niveis plasmaticos de glicose e triglicerideos dos grupos controle

normoglicémico, diabético (tratado com veiculo) e diabéticos antes e apés o
tratamento com LPSF/GQ 11 (10 mg e 20 mg/Kg), insulina, LPSF/GQ11 (10
mg/Kg) associada a insulina (LPSF/ GQ- 11 + I) e rosiglitazona (10 mg/Kg).

Grupos Glicose (mg/dL) Triglicerideos (mg/dL)
Antes Pos Antes Pés

Controle normoglicémico  95,3+1,8 76,6 + 8,5

Diabético 327,9 £12,3* 764,5+ 71,8 **

LPSFGQ11 (10 mg/Kg) 226,7+19,1 219,6 + 31,6 89,5+ 32,2 121,0 £ 19,6

LPSFGQ11 (20 mg/Kg) 257,5+ 15,1 299,2 + 46,1 119,5 + 54,6 163,9 £ 52,0

Insulina 317,5+ 14,1 50,1+ 5,9 ' 203,9 + 12,4 191 + 26,1

LPSFGQ11 (10 mg/Kg) + 271,8+21,8 59,9 + 5,0 94,1+21,4 98,0+ 11,3

|

Rosiglitazona 291, 3+ 10,6 4139+67,1™  148,4+139 167,5+9,1

Os valores sdo expressos como média = e.p.m; (Teste t de Student ndo pareado).* p <

0,0001 (diabético vs. controle) ; "' p < 0,0001 (antes vs. pds tratamento)
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3.0. Efeito do tratamento com tiazolidinadionas em monoterapia ou
associada a insulina sobre a ingestdo alimentar e hidrica de ratos

diabéticos .

Conforme pode ser observado na Figura 14, nos grupos tratados apenas
com GQ-11 (10mg/Kg), GQ-11 (10mg/Kg) associado a insulina e no grupo
tratado apenas com Insulina, houve uma reducéo significativa (p< 0,001) no
consumo de racao, retornando aos valores do grupo controle. Entretanto, ndo
foi observado mudancas no consumo de racdo dos animais tratados com
rosiglitazona nem nos animais que receberam uma dose aumentada (20 mg)
de LPSF/ GQ 11.

Em todos os grupos de diabéticos que receberam tratamento com TZDs
ou com insulina, houve uma reduc&o no consumo de agua, porém esses niveis
ainda permaneceram significativamente (p < 0,001) elevados quando
comparados ao controle (Figura 15). Assim, o grupo tratado com insulina
permaneceu com um consumo 3,5 vezes maior que o0 grupo controle e 20%

menor quando comparada ao grupo diabético.

O grupo tratado com rosiglitazona consumiu 2,7 vezes mais agua em
relacdo ao grupo controle. Resultado muito semelhante foi observado no grupo
tratado com LPSF GQ-11 (10mg/Kg), onde permaneceu 2,8 vezes maior em
relacdo ao grupo controle. Comparando-se o0 grupo tratado com GQ-11
(10mg/Kg) com o grupo tratado com rosiglitazona e ao grupo tratado somente
com insulina, ndo houve reducéo significativa na quantidade de agua ingerida

entre esses grupos (p<0,001).
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Figura 12 - Consumo diario de racéo (g), ao longo dos 14 dias de tratamento,
dos animais dos grupos: controle normoglicémico (CN), diabético ndo tratado
(D), diabético tratado com LPSF GQ-11 (10 mg/Kg), diabético tratado com
LPSF GQ-11 (10mg/Kg) em associagdo com insulina , diabético tratado com
rosiglitazona (10 mg/Kg ), diabético tratado com insulina ( | ), diabético tratado
com LPSF GQ-11 (20 mg/Kg). Os valores sdo expressos como média + e.p.m;
***pn< 0.0001). (Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 13 - Consumo diario de agua (mL), ao longo dos 14 dias de tratamento,

dos animais dos grupos: controle normoglicémico (CN), diabético ndo tratado
(D), diabético tratado com LPSF GQ-11 (10 mg/Kg), diabético tratado com

LPSF GQ-11 (10mg/Kg) em associagdo com insulina , diabético tratado com

rosiglitazona (10 mg/Kg ), diabético tratado com insulina ( | ), diabético tratado

com LPSF GQ-11 (20 mg/Kg). Os valores sdo expressos como média + e.p.m;
***pn< 0.0001). (Teste t de Student ndo pareado).
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4.0. Efeito do tratamento com tiazolidinadionas em monoterapia ou
associada a insulina sobre o0s niveis plasmaticos de glicose,

triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL

Na tabela 5, pode ser observado que o tratamento com LPSFGQ11 na
dose de 10 ou de 20 mg/Kg ndo modificou os niveis de glicose nem de
triglicerideos, entretanto quando a LPSF GQ11 foi associada a insulina houve
uma reducao ( 79%) significativa (p < 0,005) dos niveis de glicose, mas o nivel

de triglicerideos permaneceu inalterado.

Na tabela 5, ainda observa-se que os niveis glicémicos do grupo tratado
com GQ11 (10mg/Kg) + | foram significativamente reduzidos (p < 0,0001)
quando comparado aos niveis antes do tratamento, o mesmo se observou
quando comparamos os niveis glicémicos do grupo tratado com insulina (tabela
5). Os animais tratados com LPSF/GQ-11 na dose 10mg/Kg apresentaram uma
reducdo nos niveis glicémicos quando comparado ao grupo diabético nao

tratado sendo estatisticamente significativo (p<0,05).

ApoOs o tratamento dos animais diabéticos com o LPSF/ GQ-11 + |,
observou-se uma reducédo significativa (p<0,05) nos niveis plasmaticos de
triglicerideos quando comparados ao grupo diabético ndo tratado. O mesmo se
observou quando comparado o grupo tratado com LPSF/ GQ-11 10mg/Kg e o
grupo tratado com insulina (p< 0,05). Porém, quando comparado ao grupo

normoglicémico, ndo houve diferenca significativa (p>0,05).

Os animais diabéticos tratados com LPSF/ GQ-11 + | por 14 dias
apresentaram um aumento significativo (p<0,01) nos niveis plasmaticos de
colesterol total, gquando comparados aos seus niveis basais (tabela 6). Porém,
quando comparados ao grupo normoglicémico, mostrou uma reducdo
significativa (p<0,05), 0 mesmo se observou com o0 grupo tratado com LPSF/
GQ-11 na dose 20mg/Kg (p<0,05), o qual reduziu significativamente estes

valores quando comparados ao grupo normoglicémico.

Os animais diabéticos tratados com LPSF/ GQ-11 + | apresentaram um
aumento significativo (p<0,05) nos niveis plasmaticos de colesterol HDL,

guando comparados aos seus niveis basais (tabela 6).
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Observou-se um aumento significativo (p< 0,05) nos niveis plasméticos do
colesterol HDL do grupo tratado com LPSF/ GQ-11 10mg/Kg quando
comparado ao grupo diabético ndo tratado, e um aumento significativo (p<0,01)

guando comparado ao grupo tratado com GQ-11 20mg/Kg (tabela 6).

Tabela 6- Niveis plasmaticos de colesterol total e colestrerol HDL basais dos
animais controle e diabéticos e apdés o tratamento do diabetes com
rosiglitazona (10 mg/Kg) LPSF/ GQ- 11 (10 mg e 20 mg/Kg), com LPSF GQ11

(10 mg/Kg) associada a insulina (LPSF/ GQ- 11 + |) e apenas com insulina.

Grupos Colesterol total (mg/dL) Colesterol HDL (mg/dL)
Antes Pos Antes Pos

Controle normoglicémico 76,3+ 4,3 549+25

Diabético 94 +11,4* 245+ 2,4*

LPSFGQ11 (10 mg/Kg) 61,0 £0,2 74,0 £5,6' 43,0£0,0 56,4 + 3,2

LPSFGQ11 (20 mg/Kg) 51,2+2,5 61,9+ 15,7 31,3+2,1 36,4+2,2

Insulina 89,1+ 21,0 67,4+59 65,2 + 15,5 453+ 4,6

LPSFGQ11 (10 mg/Kg)+ | 30,4+4,4 59,1+ 4,0 36,8+ 3,0 50+1,8

Rosiglitazona 52,9+8,5 56,5+ 3,3 46,2+55 47,8+ 3,0

Os valores sdo expressos como média + e.p.m; (Teste t de Student ndo pareado).** p <

)™

0,0001 (diabético vs. controle p < 0,0001 (antes vs. pds tratamento)

Diante dos nossos resultados, ndo foi possivel constatar a atividade
hipoglicemiante do composto avaliado. JA na atividade hipolipidémica foi
possivel observar aumento significativo nos niveis plasmaticos de HDL sendo
18,8% no grupo tratado com GQ-11 10mg/Kg e 12,33% no grupo tratado com
GQ-11 20mg/Kg (tabela 6).

A hiperglicemia induzida por STZ tendeu a reduzir quando os animais
foram tratados com LPSF/GQ-11- (10 e 20 mg/kg, v.0.), mas nédo atingiu

valores significativos, entretanto 0s niveis de triglicérides foram
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significativamente (p <0,05) reduzidos, enquanto os niveis de colesterol HDL

foram aumentados (p < 0,01) ( Tabela 6).

5.0. Efeito do diabetes sobre o peso corporal em ratos tratados com

tiazolidinadionas em monoterapia ou associada a insulina.

A variacdo da massa corporal dos ratos, em porcentagem, ao longo do
periodo experimental, esta apresentada na Figura 16. O grupo controle
normoglicémico incrementou sua massa corporal em 2,5%, j4 o grupo diabético
perdeu 4,6% de peso corporal. No grupo tratado com insulina houve a perda de
3,7% de massa corporal durante os 14 dias de avaliacdo, ja a combinacao dos
tratamentos com GQ-11 10mg/Kg + | impediu a perda e incrementou 8,33% da

massa corporal.

N&do houve diferenca significativa entre pesos dos animais do grupo
controle e os demais animais diabéticos tratados com TZDs e/ ou insulina
durante os 14 dias, 0 mesmo se observou quando comparados 0 grupo

diabético ndo tratado com os demais grupos (p < 0,05).

Porém todos os animais apresentaram diferenca significativa entre seu
peso inicial e final (tabela 3), com excecdo dos animais do grupo GQ-11

10mg/Kg (p >0,05) e do grupo tratado com insulina (p >0,05).
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Tabela 7- Variagdo do peso semanal de ratos do controle e diabéticos tratados

com veiculo, apenas com tiazolidinadiona (LPSF/ GQ- 11, 10 mg e 20 mg/Kg),

com tiazolidinadiona (10 mg/Kg) associada a insulina (LPSF/ GQ- 11 + 1),

apenas com rosiglitazona (10 mg/Kg) e apenas com insulina, respectivamente.

>m gramas dos animais diabéticos antes e depois do tratamento com as drogas

Grupos
Normoglicémico
Diabético
GQ-11 10mg/Kg
GQ-11 20mg/Kg

GQ-11 10mg/Kg + |

Rosiglitazona

Insulina

Peso inicial

278,7£ 6,9

321,4+ 6,5

320,6%* 8,6

329,9+ 15,0

257,2+ 13,7

302,6+16,2

321,7+ 23,6

Peso final Ganho em %
301,8+7,8*** 2,5%
261,1+ 9,9** -4,6%
338,6+ 16,5 3%

290,0+ 6,2 -2,47%

308,9+13,0*** 8,33%
280,3+16,8* -2,25%
302,7+ 15,6 -3,7%

Os valores sdo expressos como média + e.p.m; n= 6; (Teste t de Student ndo pareado).
*Representa diferenca estatistica significante em relagdo ao grupo CN (*p<0.05; **p<0.01;

k< 0.0001).
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6.0. Efeito do diabetes sobre os parametros anatdmicos do coracao dos
ratos diabéticos tratados com tiazolidinadionas em monoterapia ou
associada a insulina.

Quando comparamos 0s pesos do ventriculo Umido do grupo
normoglicémico com os demais grupos, diabéticos ndo tratados e diabéticos
tratados, ndo observou-se diferenca significativa (p>0.05, teste t de Student

nao pareado).

Porém, quando comparamos o0s grupos diabéticos tratados com
diabético ndo tratados, observou-se diferenca significativa entre os grupos
diabético e diabético tratado com insulina (p<0.05, teste t de Student nédo

pareado).

A relacdo peso do ventriculo amido/ peso corporal e a relacdo do peso
do coracgéo seco/ peso corporal, ndo foi modificada (p>0.05, teste t de Student
ndo pareado) nos animais diabéticos quando comparados ao grupo
normoglicémico, com excecdo do grupo tratado com rosiglitazona onde se
observou um aumento significativo da relagdo ventriculo umido/ peso corporal

com relacdo ao grupo controle e com relagdo ao grupo diabético (na tabela 4).

Comparando-se a relacdo peso do ventriculo Umido/ peso corporal entre
0S grupos grupos diabéticos tratados com diabético ndo tratados, ndo se
observou diferenca significativa (p>0.05, teste t de Student ndo pareado), com
excecdo do grupo tratado com rosiglitazona versus LPSF/GQ-11 20 mg/Kg,

onde se observou-se um aumento significativo (p<0,01) nestes valores.
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Tabela 8- Comparacédo entre os parametros anatomicos dos animais controle e
diabéticos diabéticos tratados com veiculo, apenas com tiazolidinadiona (LPSF/
GQ- 11, 10 mg e 20 mg/Kg), com tiazolidinadiona (10 mg/Kg) associada a
insulina (LPSF/ GQ- 11 + I), apenas com rosiglitazona (10 mg/Kg) e apenas

com insulina, respectivamente.

Grupos Peso Peso do Peso vent. Peso do Peso vent.
corporal ventriculo Umido ventriculo seco (mg)/
final (g) umido (mg) (mg)/ peso seco (mg) peso

corporal (g) corporal (g

Normoglicémico 345,8+0,2 864,9+21,6 2,5t 0,06 207,8+ 3,3 0,60+ 0,0

Diabético 281,4+5,9 829,7+41,4 2,7+0,1 200,9+27,1 0,7+0,1

GQ-11 10mg/Kg 332,3+18,9 943,9+54,8 2,8+0,06 210,3+9,9 0,6 £ 0,02

GQ-1110mg/Kg+l 309.9+11.3 852.8+23.7 2,6%0,1 190,0+ 4,6 0,6 +0,03

Insulina 322 +20,3 1007+ 43,3 2,7+0,17 206,1+13,6 0,6%0,01

Rosiglitazona 270,9+12,6 905,6+51,4 3,3%0,1 178,7+ 2,7 0,6 £ 0,05

GQ-11 20mg/Kg 315,2+9,8 874,6£38,7 3,18+0,2 200,8+ 7,8 0,6 £ 0,02
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V - DISCUSSAO

A hiperglicemia € uma causa comum relacionada a doencas cardiacas,
entre as quais a doenca arterial coronariana. Varios estudos clinicos mostram
que o controle da glicemia estd associado a reducdo das complicacdes
cardiovasculares que levam ao 6bito no DM 1 (NATHAN et al., 2005). Niveis
circulantes elevados de triglicerideos e acidos graxos nédo esterificados estéo
correlacionados a resisténcia insulinica que pode ter impacto na producédo de
lipoproteinas envolvidas na aterosclerose (MERTENS et al., 2002). Agonistas
de PPAR-gama, tais como as TZDs, podem reduzir o nivel de triglicerideos e
acidos graxos nao esterificados reduzindo o risco vascular, o que justifica o uso
desta classe terapéutica no DM2. O efeito antidiabético das TZDs, esta bem
estabelecido. Embora, os tecidos alvos e o0 mecanismo da atividade
farmacoldgica dessas drogas ndo sejam completamente compreendidos. As
TZDs possuem alta afinidade pelos receptores PPARy (SPIEGELMAN, 1998),
exercendo sua acao principal sobre a glicemia e secundariamente sobre o perfil

lipidico.

As duas TZDs mais utilizadas clinicamente sdo a pioglitazona e a
rosiglitazona, que parecem ter beneficios importantes no controle da glicemia
em portadores do DM 2, reducdo da pressao arterial e reducdo do quadro
inflamatorio. Mas, alguns efeitos colaterais como hepatoxicidade, aumento do
colesterol LDL e edema, necessitam de esclarecimentos. Paradoxalmente,
varios autores tém questionado a seguranca cardiovascular e renal do uso da
rosiglitazona. Alguns autores tem relacionado o uso de rosiglitazona no DM 2
ao declinio da funcéo renal (FELDMAN et al., 2010) e ao infarto do miocérdio (
NISSEN et al., 2007), o que justifica uma investigacdo mais acurada dos
possiveis efeitos colaterais dessas drogas, bem como a busca de alternativas

para o tratamento do diabetes.

No presente estudo nds testamos uma molécula candidata a
farmaco hipoglicemiante denominada LPSF/GQ11. Essa molécula foi obtida a
partir a partir de uma reacdo de N-alquilagdo da tiazolidina com haletos de

alquila, seguida de Adicdo de Michael com intermediario de Cope. A
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metodologia aplicada ja se encontra instalada no laboratério de Planejamento e
Sintese de Farmacos do Departamento de Antibiéticos, onde varios trabalhos
ja forma realizados (PITTA et al., 2007, SANTOS et al., 2005; ALBUQUERQUE
et al., 2005; BRANDAO et al., 2004).

A mesma foi testada no modelo animal com diabetes induzida por STZ em
uma dose considerada baixa (42 mg/Kg), o que poderia simular um modelo de
DM2, embora classicamente a STZ seja utilizada para induzir o DM1. Na dose
que utilizamos os niveis glicémicos foram superiores a 200 mg/dL, entretanto a
resposta animal ndo foi homogénea e alguns animais apresentaram niveis
glicémicos acima de 350 mg/dL, o que caracteriza uma diabetes severa e
portanto ndo responsiva as TZDs, o que justificou a retirada desses animais do
protocolo experimental. Seria importante mensurar os niveis de insulina
circulantes, para confirmar com exatiddo se estariamos trabalhando com DM 1
ou DM2.

A mensuracdo do consumo hidrico e alimentar permitiu confirmar o
estado diabético, caracterizado por polifagia, polidipsia além de politria (dados
ndo mostrados). Resultados que corroboram com os de outros autores
(CALUWAERTS et al., 2003).

Os efeitos do LPSF/GQ 11 foram avaliados sobre os niveis de glicose,
triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL, em monoterapia ou associado a
insulina, e comparado ao padrdo roziglitazona. Desta forma foi possivel
observar que a modificagdo no nucleo tiazolidinico teoricamente deveria ter
uma atividade melhor, entretanto nossos reultados ndo mostraram a atividade
hipoglicemiante esperada neste modelo animal. E possivel que o modelo de
diabetes induzido por STZ, mesmo em dose considerada baixa, ndo se adéeque
ao “scring” de tiazolidinadionas. Em nossa equipe, foi utilizado anteriormente
um modelo de diabetes experimental induzido por alloxana (uma droga
citotoxica), onde se reproduz um modelo que apresenta niveis de toxicidade
pancreatica elevada com destruicdo das ilhotas de Langherhans, reduzindo
drasticamente a insulina enddgena, o que se assemelha a um quadro de DM 1.

Provavelmente, um modelo que combine baixa dose de STZ (35 mg/Kg) com
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dieta hiperlipidica, ou ainda inducéo do diabetes com STZ no periodo neonatal
venha a ser um modelo mais promissor. Por outro lado a realiza¢do do docking,
um estudo onde mostra o nivel de interacdo do farmaco ao sitio ativo, seria
bastante esclarecedor e facilitaria a comparacao entre a molécula aqui utilizada
e as anteriormente sintetizadas.por nosso laboratério (MOURAQ, 2005; PITTA
et al., 2007) .

Os animais dos grupos tratados com o derivado tiazolidinico LPSF/GQ-
11 (10mg/Kg) associado com insulina e o grupo que recebeu apenas insulina,
receberam doses de insulina de acordo com os niveis de glicose plasmatica
apresentado: Glicemia acima de 200 até 299 mg/dL, 4 U; Glicemia acima de
300 mg/dL, 6 U (MATAFOME et al., 2009).

Nossos estudos demonstraram que o tratamento dos ratos diabéticos
com LPSF/GQ-11 (10mg/Kg) + | ou apenas com LPSF/GQ-11 (10mg/Kg)
impediu a perda e incrementou a massa corporal durante os 14 dias de
tratamento. Esses dados estdo em concordancia com outros estudos onde é
associado a insulina ao tratamento com farmacos hipoglicemiantes (BUSE,
2000). O rapido ganho de peso observado em animais e humanos tratados
com glitazonas parece ser em parte conseqiiéncia da retencéo de fluidos, e a
formacao de edema (ZHANG et al., 2005).

Entretanto, em nosso trabalho néo identificado a presenca de edema no
coracao. A relacdo peso umido (mg)/peso corporal (g) ndo foi diferente entre os
grupos diabéticos tratdos, com exce¢do do grupo tratado com rosiglitazona,
onde esta relacdo se mostrou aumentada quando comparada ao grupo

normoglicémico.

Os animais diabéticos tratados com insulina apresentaram perda de
massa corporal durante os 14 dias de avaliagdo dados que estdo de acordo

com trabalhos da literatura como o de John Buse em 2000.

A combinacdo terapéutica de agentes orais com insulina € comum, e
visa assegurar um excelente controle glicémico (BUSE, 2000). E possivel que
esta nova TZD combinada com insulina reduza a porcentagem de hemoglobina
glicada. E para isso seria necessaria a dosagem no plasma.
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SOHDA e colaboradores (1982) constataram que as varias
tiazolidinadionas apresentavam propriedades hipoglicemiantes e
hipolipidémica. Neste contexto, os resultados aqui encontrados, através da
avaliacdo dos novos derivados tiazolidinicos ratificam esta afirmativa,

sugerindo uma interessante atividade hipolipidémica.

No modelo utilizado, o novo derivado tiazolidinico, GQ-11 10mg/Kg,
associado com insulina tem sido efetivo em normalizar os niveis plasméticos de
triglicerideos e aumentou os niveis plasmaticos de colesterol HDL, o que pode
ser um indicativo de melhoria do risco vascular nesses animais, entretanto

investigagdes mais profundas necessitam ser realizadas.

Ainda é importante acrescentar no protocolo experimental rotineiro para
a avaliacdo de novas tiazolidinadionas, exames histolégicos de figado,
pancreas, provas enzimaticas como TGO, TGP, ALT e provas funcionais.

Isto poderia atestar a seguranca de novas moléculas, que através das
diferentes estratégias, fundamentadas na Quimica Medicinal, permitiria obter
novos derivados tiazolidinicos candidatos a farmacos antidiabéticos mais

especificos e menos téxicos.
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VI. CONCLUSOES

A rota sintética utilizada mostrou-se adequada para a preparacdo do
derivado, o que ficou comprovado através dos métodos espectrofotométricos,

apresentando bons rendimentos.

Observou-se uma melhora nos quadros de polifagia e polidipsia nos
animais tratados com LPSF/GQ-11(10mg/Kg) em monoterapia e associado

com insulina e no grupo tratado apenas com insulina.

Entretanto, testes realizados com o modelo de diabetes experimental
induzidos por STZ, ndo mostraram atividade hipoglicemiante, embora tenha
sido observado que o tratamento com o LPSF/GQ-11 aumentou os niveis de
colesterol HDL, o que pode ser sugestivo de uma possivel melhoria no risco

vascular.

Assim, mais estudos com outros modelos experimentais, como os de
resisténcia a insulina, podem ser importantes para se definir o papel deste

candidato a farmaco na terapia do diabetes.
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VIl. PERSPECTIVAS

Os resultados promissores em relacdo a atividade hipolipidémica do
composto testado incitam novas investigacdes com aprofundamentos dos
ensaios farmacologicos, utilizando outros modelos experimentais. Somado a
isso, é importante acrescentar no protocolo experimental rotineiro para a
avaliacdo de novas tiazolidinadionas, exames histolégicos de figado, pancreas,
provas enzimaticas como TGO, TGP, ALT e provas funcionais com o objetivo
de melhor assegurar essas novas moléculas, associado com a identificacdo e
otimizacdo desta e de novas séries de compostos através das diferentes
estratégias fundamentadas na Quimica Medicinal, obtendo-se novos derivados
tiazolidinicos candidatos a farmacos antidiabéticos mais especificos e menos

toxicos.
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