UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Programa de Pds-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

Efeitos dos inibidores de fosfodiesterases, roflumilast e tadalafil,
sobre as alteracfes fisio-metabolicas e biomarcadores do estresse

glico-oxidativo em modelo de obesidade e resisténcia ainsulina

Juliana Oriel de Oliveira

Araraquara-SP

2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

'

M
VHYNOVHVHY ‘ ac

FACULDADE DEJ Cugy,

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

LIS DOMI SALUS

Programa de Pds-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

Efeitos dos inibidores de fosfodiesterases, roflumilast e tadalafil,
sobre as alteracfes fisio-metabolicas e biomarcadores do estresse

glico-oxidativo em modelo de obesidade e resisténcia ainsulina

Juliana Oriel de Oliveira

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Area de Pesquisa e Desenvolvimento de
Farmacos e Medicamentos, para obtencéo do
titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Amanda Martins Baviera

Araraquara

2021



049e

Oliveira, Juliana Oriel de.

Efeitos dos inibidores de fosfodiesterases, roflumilast e tadalafil,
sobre as alteraces fisio-metabdlicas e biomarcadores do estresse glico-
oxidative em modelo de obesidade e resisténcia & insulina / Juliana Oriel
de Oliveira. - Araraquara: [5.n.], 2021.

29 f. 1l

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista. "lilio de
Mesquita Filho". Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pds
Graduacdo em Ciénclas Farmacéuticas. Area de Pesquisa e
Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos.

Orientador: Amanda Martins Baviera.

1. Inibidores de fosfodiesterases. 2. Resisténcia a insulina. 3.
Obesidade. 4. Estresse glico-oxidativo. 1. Baviera, Amanda Martins, orient.
11. Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentacdo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

UMESP - Campus de Araragquara

CAPES: 33004030078P6
Esta ficha ndo pode ser modificada



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ™)

unesp” o

- o,

Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAO: Efeitos dos inibidores de fosfodiesterases, roflumilast e tadalafil, sobre as
alteragdes fisio-metabdlicas e biomarcadores do estresse glico-oxidativo em
modelo de obesidade e resisténcia a insulina

AUTORA: JULIANA ORIEL DE OLIVEIRA
ORIENTADORA: AMANDA MARTINS BAVIERA

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Mestra em CIENCIAS
FARMACEUTICAS, area: Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos pela Comiss&o
Examinadora:

Profa. Dra. AMANDA MARTINS BAVIERA (Participagao Virtual)
Departamento de Analises Clinicas / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP

Profa. Dra. SILVIA DE PAULA GOMES (Participagao Virtual)
Departamento de Ciéncias Bioldgicas / Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas da Universidade Federal de
Ouro Preto

Profa. Dra. RENATA PIRES DE ASSIS (Participagao Virtual)
Instituto de Ciéncias da Saude / Universidade Paulista - UNIP - Araraquara

Araraquara, 25 de junho de 2021

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Campus de Araraquara -
RODOVIA QUARA - JAU, Km 1, 14800903
http:/Avww?2.fcfar.unesp.br/#l/pos-graduacaolciencias-farmaceuticas/CNPJ: 48.031.918/0025-00.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que me guiou até aqui e me da forgas para
seguir por bons caminhos.

Aos meus pais, Aparecido e Dirce, que sempre me incentivaram a estudar e a
seguir os meus sonhos, dando todo o suporte que poderiam oferecer. Sem o apoio
deles esse trabalho nao seria realizado.

A Lari e Nando, eu agradeco, pois mesmo tdo distante, nunca deixaram de estar
perto, me incentivando a seguir pelo caminho que acredito. Ao meu companheiro ao
longo desses anos de mestrado, Fabiano, que sabe de cada alegria e cada problema
que tive, que me ergueu de cada queda e nao me deixou desistir.

Ao meu amigo Marco (desde o dia 1 de UNESP), eu agradeco por ter me feito
companhia em muitos momentos dificeis. As minhas amigas Fabiane, Mariana, Natélia
e Priscila, cujo apoio e carinho foram essenciais para que eu conseguisse concluir meu
trabalho também.

A Professora Dra. Amanda Martins Baviera, pela oportunidade de realizar esse
projeto de pesquisa, por sempre ter me incentivado a seguir na carreira académica e
por ter me orientado desde a iniciagdo cientifica, ainda na graduacao.

Ao Professor Dr. Iguatemy Lourengo Brunetti, por todo o apoio e contribui¢do
aos meus experimentos, pela visdo de um pesquisador com muita vivéncia de bancada
e experiéncia.

Ao Professor Dr. Marlus Chorilli do Departamento de Farmacos e
Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP), pela colaboracao na
elaboracao do veiculo para incorporacao dos farmacos.

Ao Professor Dr. Fernando Rogério Pavan, do Departamento de Ciéncias
Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP), por gentilmente permitir
a utilizacao do equipamento espectrofluorimetro.

Aos meus companheiros de biotério, Anderson, Camila, Bruno e Tassiana. Foram
muitos biotérios, levas de camundongos, eutanasias, curvas, e bancadas juntos.

Sozinha eu nao teria conseguido. Agradeco muito também a Ingrid, Tayra, Maiara,



Renata, Mariana e Taina por todos os ensinamentos. Nossos cafés no meio da manha
e da tarde (e o dia inteiro também, as vezes) e nossas conversas sempre deixavam o
ambiente mais harmonioso e o trabalho mais leve.

A Rachel Temperani, pela dedicacdo em fazer o sistema lipidico nanoestruturado
para veiculagao dos farmacos utilizados.

Agradeco a Universidade Estadual Paulista (UNESP) e ao Programa de Pos-
graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) e &
Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio

financeiro.



EPIGRAFE

“Quiais sdo as licdes a serem aprendidas desta jornada da mente (através do universo)?
Que os humanos sdo mestres emocionalmente frageis, perenes e ingénuos,

irremediavelmente ignorantes, de um ponto insignificante no cosmos.”

Neil deGrasse Tyson



RESUMO

A hiperglicemia crbnica decorrente da resisténcia insulinica resulta em aumento na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de produtos finais de glicacdo
avancada (AGEs), os quais em conjunto contribuem para o estabelecimento do
estresse glico-oxidativo. Atualmente, tem-se estudado os efeitos dos medicamentos
da classe de inibidores de fosfodiesterases (iPDE) dos nucleotideos ciclicos sobre a
obesidade e suas complicagbes. O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos do
roflumilast (RFM, iIPDE4) e do tadalafii (TDL, iPDE5) sobre as alteracbes
fisiometabdlicas e biomarcadores do estresse glico-oxidativo, com énfase nos
seguintes tecidos: plasma, figado e rins, em camundongos sob sistema-modelo in vivo
de obesidade. Camundongos machos C57BL/6/JUnib foram divididos em 7 grupos
experimentais: P (alimentados com dieta padrdo, P), HL (alimentados com dieta
hiperlipidica, HL), HL-SLN (dieta HL e receberam veiculo, sistema lipidico
nanoestruturado), HL-RFMO0,5 (dieta HL e tratados com 0,5 mg/kg de RFM), HL-
RFM1,0 (dieta HL e tratados com 1,0 mg/kg de RFM), HL-TDL1,0 (dieta HL e tratados
com 1,0 mg/kg de TDL) e HL-TDL2,0 (dieta HL e tratados com 2,0 mg/kg de TDL). O
experimento teve duracdo de 16 semanas, sendo que na 92 semana 0s tratamentos
comecaram a ser administrados diariamente para os respectivos grupos. Na 142
semana foi realizado o teste de tolerancia a glicose por via oral e na 152 semana 0s
animais passaram pelo teste de tolerancia a insulina. Apés 16 semanas, 0s animais
foram eutanasiados e o0 sangue coletado via puncdo cardiaca; foram retirados e
pesados os tecidos adiposos brancos epididimal e retroperitoneal, tecido adiposo
marrom, coracdo, musculo esquelético gastrocnemius, figado e rins. Animais HL e HL-
SLN apresentaram elevado ganho de peso corporal, maiores massas de tecidos
adiposos brancos, resisténcia insulinica e intolerancia a glicose; também
apresentaram niveis elevados de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
em plasma, figado e rins, niveis elevados de AGEs fluorescentes em plasma e rins,
bem como diminuicdo nas atividades das enzimas antioxidantes paraoxonase 1 (PON
1) (plasma), catalase (CAT) (figado) e glutationa peroxidase (GSH-Px) (figado e rins).
Em relacdo aos tratamentos de animais em dieta HL com os iPDESs, os tratamentos
com roflumilast (0,5 e 1,0 mg/kg) promoveram diminuicdo no peso corporal, 0s quais
alcancaram valores semelhantes aos animais P. Os tratamentos com tadalafil (1,0 e
2,0 mg/kg) também promoveram diminui¢do no peso corporal. Os menores valores de
peso corporal de animais tratados com roflumilast ou tadalafii podem ser uma
consequéncia das menores massas de tecidos adiposos brancos, as quais foram
menores que aquelas encontradas em animais HL. Os animais tratados com ambas
as doses dos inibidores de PDE apresentaram melhorias na tolerancia a glicose e
maior sensibilidade a insulina, em comparacao aos animais HL. Animais tratados com
roflumilast ou tadalafil também apresentaram diminuig&o nos niveis de AGEs (plasma
e rins) e nos niveis de TBARS (plasma, figado e rins). Houve um aumento na atividade
de PON 1 nos animais tratados com roflumilast ou tadalafil. Animais HL-RFM1,0
apresentaram aumento na atividade de CAT no figado, enquanto animais HL-TDL2,0
apresentaram aumento na atividade de CAT nos rins. Pode-se concluir que roflumilast
e tadalafil atenuaram o ganho de peso corporal, exerceram efeitos benéficos na
tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina, e diminuiram os niveis de marcadores
de danos glico-oxidativos em figado e rins de animais alimentados com dieta HL.

Palavras-chave: inibidores de fosfodiesterases, resisténcia a insulina, obesidade,
estresse glico-oxidativo.



ABSTRACT

Chronic hyperglycemia that emerges from insulin resistance results in higher
generation of reactive oxygen species (ROS) and advanced glycation end products
(AGEs), which contribute to the establishment of the glycoxidative stress. Recently, it
has gained attention the effects of drugs belonging to the class of the inhibitors of
phosphodiesterases (iPDE) on obesity and its complications. The objective of this
study was to evaluate the effects of roflumilast (RFM, iPDE4) and tadalafi (TDL, iPDES5)
on physiometabolic changes and the glycoxidative stress biomarkers with emphasis in
the following tissues: plasma, liver and kidneys, of mice under an in vivo model system
of obesity. Male C57BL/6/JUnib mice were divided into 7 experimental groups: P (fed
a standard diet, P), HL (fed a high-fat diet, HFD), HL-SLN (fed a HFD and received
nanostructured lipid system by gavage), HL-RFMO0.5 (fed a HFD and treated with 0.5
mg/kg RFM), HL-RFM1.0 (fed a HFD and treated with 1.0 mg/kg RFM), HL-TDL1.0
(fed a HFD and treated with 1.0 mg/kg tadalafil) and HL-TDL2.0 (fed a HFD and treated
with 2.0 mg/kg TDL). The experiment was performed throughout 16 weeks, in the 9"
week the daily treatments were started. At the 14" week, the oral glucose tolerance
test (OGTT) was performed; at the 15" week, the insulin tolerance test (ITT) was
performed. After 16 weeks, the animals were euthanized and blood samples were
collected by cardiac puncture; epididymal and retroperitoneal white adipose tissues,
interescapular brown adipose tissue, heart, gastrocnemius skeletal muscle, liver and
kidneys were removed and weighted. HL and HL-SLN mice had increases in the body
weight gain and in the weights of white adipose tissues; they also had insulin
resistance, glucose intolerance, increased levels of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) in the plasma, liver and kidneys, increased plasma and renal
levels of fluorescent AGEs, decreased activities of paraoxonase 1 (PON 1) (plasma),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) (liver and kidneys). Regarding
the treatments with the iPDEs, mice from HL-RFMO0.5 and HL-RFM1.0 groups had low
body weight gain values, which were similar from those of P group. The treatments
with both doses of TDL also decreased the body weight gain in mice fed a HFD. The
low mean values of body weight of mice treated with RFM or TDL could be explained
by the analysis of the white adipose tissue weights, which were lower than those of HL
group. Mice treated with both doses of RFM and TDL had improvements in the glucose
tolerance and insulin sensitivity, when compared with mice from HL group. Mice treated
with both doses of RFM and TDL also had decreased levels of AGEs (plasma and
kidneys) and of TBARS (plasma, liver and kidneys). It was observed an important
increase in the activity of PON 1 in mice treated with RFM and TDL in comparison with
the HL mice. The HL-RFM1.0 mice had an increase in the CAT activity in the liver,
while HL-TDL2.0 mice had an increase in the CAT activity in the kidneys. From these
findings, it can be concluded that roflumilast and tadalafil attenuated the body weight
gain, exerted beneficial effects on glucose metabolism by improving the glucose
tolerance and insulin sensitivity, and decreased markers of glycoxidative damage in
liver and kidneys of animals fed a HFD.

Keywords: phosphodiesterase inhibitors, insulin resistance, obesity, glycoxidative
stress
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1. INTRODUCAO

A obesidade € uma constante preocupacao para os sistemas de saude em todo
o mundo. Nesse sentido, em 2015, a Organizagdo das Nag¢bes Unidas (ONU)
estabeleceu as 17 Metas de Desenvolvimento Sustentdvel (SDG, Sustainable
Development Goals). Entre as pautas de saude, ha uma discussao sobre a obesidade
e alguns objetivos foram estabelecidos, até 2030: ndo haver aumento no namero de
criangas com sobrepeso, diminuir o consumo de sodio da populacdo, conter o
aumento no nimero de casos de diabetes e obesidade, entre outros (United Nations,
Department of Economic and Social Affairs, Sustainable Development, 2015).

Além de ser uma doenca nao transmissivel, a obesidade, quando n&o
controlada, pode aumentar o risco para a ocorréncia de outros tipos de doencas néo
transmissiveis, responsaveis por um grande numero de mortes e internacoes,
incluindo as doencas cardiovasculares (DCV) e o diabetes mellitus do tipo 2 (T2DM).
O tratamento e o acompanhamento dessas doencas crbnicas geram gastos
exorbitantes para os sistemas de saude em todo o mundo (World Obesity, 2020).

Para o0 ano de 2025, estima-se que existirdo aproximadamente 700 milhdes de
individuos obesos no mundo (Abeso, 2018). No Brasil, segundo o Ministério da Saude,
0s casos de obesidade cresceram 67,8% no periodo entre 2006 e 2018 (Ministério da
Saude, 2019).

Diversos fatores contribuem para explicar o aumento na prevaléncia da
obesidade. Causas genéticas existem, entretanto estas sdo mais relevantes quando
associadas com mudancas no estilo de vida que favorecem o aumento de peso
corporal. Habitos importantes a se considerar sdo 0 aumento da ingestao caldrica,
com aumento no consumo de carboidratos de alto indice glicémico e de gorduras
saturadas, e a diminuicdo no gasto energético, ja que a sociedade moderna tem
adquirido habitos cada vez mais sedentarios (Gonzalez-Muniesa et al., 2017).

Convencionalmente, o tratamento de obesidade tem como um dos principais
objetivos a diminuic&o do peso corporal, visando o controle dos sintomas e a reversao
desse quadro, além do tratamento de comorbidades e complicacdes existentes
(Bluher, 2015). Por ser a obesidade uma doencga cronica multifatorial, a qual leva as
mais variadas disfuncdes metabdlicas, com a sua evolu¢cdo poderiam ser também
utilizadas outras estratégias terapéuticas. Atualmente, diversos estudos estdo sendo

realizados no sentido de compreender os efeitos dos farmacos pertencentes a classe
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dos inibidores de fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos sobre as alteracbes
observadas na obesidade e nas comorbidades relacionadas, tais como a sindrome
metabdlica e o T2DM (Waddleton et al., 2008; Kuno et al., 2011; Vollert et al., 2012;
Santi et al., 2015; Mollman et al., 2016).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Obesidade e resisténcia a insulina

A obesidade é definida como o aumento desproporcional de peso corporal
devido ao desequilibrio entre a ingestao caldrica e o gasto energético, culminando no
aumento da deposicdo de gorduras nos tecidos adiposos (Montanari et al., 2017). O
estabelecimento de resisténcia a insulina na obesidade advém de diversos fatores: (i)
quadro de inflamacgéo crbnica de baixo grau, que se inicia nos tecidos adiposos e
figado, ocorrendo elevacdo na producdo de citocinas pro-inflamatérias e de
importantes mediadores da inflamacdo que inibem componentes da sinalizacédo
insulinica, incluindo o receptor de insulina (IR) e o substrato do receptor de insulina 1
(IRS-1), bem como inibem a sintese de triacilgliceréis e o armazenamento de lipideos
via inibicao de PPARYy (receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama,
peroxisome proliferator-activated receptor-y) e estimulam a lipdlise, levando a um
aumento nas concentracfes plasmaticas de &acidos graxos livres que causam
lipotoxicidade, também prejudicial a sinalizacao da insulina; (ii) disfungdo mitocondrial,
decorrente da sobrecarga de trabalho da mitocondria, causando diminuicdo de sua
funcdo e, consequentemente, acumulo de acidos graxos livres e glicose devido a
prejuizos na oxidacdo destes nutrientes; (iii) hiperinsulinemia, que apesar de ser
consequéncia da resisténcia a insulina, também pode via feedback negativo inibir a
via de sinalizacao insulinica (Ye, 2013).

Outro processo importante que pode resultar em resisténcia a insulina durante
a obesidade é o estresse de reticulo endoplasmatico (RE), devido ao acumulo de
lipideos nas células hepaticas e ao aumento da sintese secretéria de proteinas,
especialmente devido a alta demanda biossintética de insulina pelo pancreas (Ozcan
et al., 2004; Nissar e Tasduqg, 2015). O estresse do RE pode inibir a acdo da insulina
por causar diminuicdo na fosforilagdo dos residuos de tirosina em IRS-1 apoés a

estimulacdo pela ligacdo da insulina (Ozcan et al., 2004; Nissar e Tasduq, 2015).
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2.2. Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradas nos mais diversos
processos celulares. A espécie reativa mais abundante e relevante nos processos
redox € o peroxido de hidrogénio (H202) (Sies e Jones, 2020). O H202 é produto de
reacoes de uma grande variedade de enzimas, sendo produzido principalmente pela
acdo de NADPH oxidases (Nox), bem como na cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, no reticulo endoplasmatico e nos peroxissomos. O anion radical
superoxido (0O27) é a segunda ERO de maior relevancia e também pode ser gerado
pelas Nox e pela cadeia transportadora de elétrons da mitocondria (Sies e Jones,
2020; Rives et al., 2020) (Figura 1).

A ERO mais reativa é o radical hidroxila (-OH), gerado a partir do H202 nas
reacbes de Fenton e Haber-Weiss, conforme descrito na Figura 2. O -OH & um
oxidante inespecifico, pode desencadear a oxidacdo de &cidos graxos poli-
insaturados e esterdis, resultando na formacédo do radical peroxila (ROO-), processo
denominado peroxidacao lipidica (Figura 2). Os produtos gerados sdo conhecidos
como espécies reativas carbonilicas (ERC) e incluem malondialdeido (MDA) e 4-
hidroxi-trans-2-nonenal (HNE) (Sies e Jones, 2020).

Em condicbes de homeostase redox, ha uma série de mecanismos que
impedem as ERO de danificarem as biomoléculas, com énfase na atividade de
enzimas antioxidantes. As principais enzimas antioxidantes sdo catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px). A SOD catalisa a
dismutacéo do Oz~ a H202, 0 qual é convertido a agua (H20) e oxigénio (O2) por acéo
da SOD (Figura 2) ou da GSH-Px (Rives et al., 2020).

Outra importante classe de enzimas com atividade antioxidante sdo as
paraoxonases (PON) (Furlong et al., 2016). Existem trés isoformas de PON,
denominadas de PON 1 a 3. A PON 1 circula na corrente sanguinea ligada a
lipoproteina de alta densidade (HDL, high density lipoprotein) e pode hidrolisar
lactonas, tiolactonas, aril-ésteres e organofosfatos. A PON 1 €& fundamental na
prevencao da aterosclerose, pois impede que a lipoproteina de baixa densidade (LDL,
low density lipoprotein) seja oxidada. Ja a PON 2 localiza-se nas mitocéndrias e no
reticulo endoplasmatico de tecidos que incluem figado, cérebro, rins, coracao,
pancreas e intestino, bem como nas células endoteliais e células de musculo liso da

aorta. Assim como a PON 1, a PON 3 pode ser encontrada associada a HDL, mas
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também esta localizada nos pulmdes, figado, pancreas, intestino e olhos (Kotur-

Stevuljevic¢ et al., 2020; Priyanka et al., 2019; Wysocka e Zwolak, 2021).

Membrana plasmatica

\/ J ;
(SOD3 |
NOX
‘ o «

Mitocondria

Figura 1. Principais organelas envolvidas na geragdo de ERO intracelular e localiza¢éo das enzimas
antioxidantes. AQP: canais de aquaporina / peroxiporinas; CAT: catalase; ER: reticulo endoplasmatico,
(endoplasmic reticulum); ETC: cadeia transportadora de elétrons (electron transport chain); Nox
NADPH oxidases; SOD: superdxido dismutase. Fonte: adaptado de Sies e Jones, 2020.
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Figura 2. Reacbes de formacdo de ERO e acdo das enzimas antioxidantes CAT e SOD. (1)

Lipoperoxidagéo; (2) reacdo de Haber-Weiss; (3) reagcdo de Fenton; CAT: catalase; SOD: superdxido
dismutase; Nox: NADPH oxidase neutrofilica. Fonte: Roméao, 2016.
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O estresse oxidativo € estabelecido quando as defesas antioxidantes do
organismo ndo sao suficientes para neutralizar a formacéo excessiva das ERO. A
oxidacado de biomoléculas, como proteinas e lipideos, pode levar a perda de sua
funcdo. O excesso de ERO pode, por exemplo, danificar o DNA, causando
mutagénese e cancer (Sies e Jones, 2020).

O estresse oxidativo também contribui para a génese da resisténcia a insulina,
ja que as ERO culminam na ativacdo da enzima c-Jun N-terminal quinase (JNK), que
inibe a cascata de sinalizacdo insulinica por estimular a fosforilagdo de IRS-1 em

serina (fosforilacdo inibitoria) (Onyango, 2020).
2.3. Formacéao dos produtos finais de glicacdo avancada (AGES)

A associacdo entre os elevados niveis glicémicos e condicfes de estresse
glico-oxidativo por longos periodos é extremamente prejudicial, pois leva a producéo
de substancias nocivas as atividades celulares (Giacco e Brownlee, 2010). Tais
substancias sao denominadas produtos finais de glicacdo avancada (AGEs, advanced
glycation end products).

A glicacéo de proteinas ocorre quando grupos carbonilas de monossacarideos
condensam-se com grupos amino primario de proteinas, gerando bases de Schiff, que
se rearranjam em produtos de Amadori (reacdo de Maillard) (Bierhaus et al., 1998).
Os produtos de Amadori podem ser convertidos em dicarbonilas altamente reativas:
glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglicosona. Estas dicarbonilas, apds reagirem com
determinados residuos de aminoacidos em proteinas, levam a formacéo de diversos
AGEs, sendo os mais conhecidos N-carboximetil lisina (CML), N-carboxietil lisina
(CEL), dimero de lisina derivado de glioxal (GOLD) e metilglioxal (MOLD), arg-
pirimidina, pirralina, pentosidina e vesperlisinas (Nowotny et al., 2015).

Vale destacar que ndo somente os produtos de Amadori sdo responsaveis pela
formacdo de AGEs, mas também a clivagem de compostos dicarbonilicos advindos
da auto-oxidacdo de monossacarideos (glicose, frutose, ribose, gliceraldeido) e
produtos da degradacéo de aminoacidos e lipideos. As espécies reativas carbonilicas
provenientes da lipoperoxidacdo também podem levar a formacao de AGEs (Ott et al.,
2014).

A formacdo de ligacbes cruzadas entre proteinas € uma das principais

caracteristicas atribuidas aos AGEs. Um grande namero de modificagdes promovidas
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por AGEs ocorre também em proteinas intracelulares, bem como em proteinas de
matriz extracelular (Kasper e Funk, 2001). Tais modificacdes prejudicam as estruturas
das proteinas bem como sua funcionalidade, contribuindo para a perda de funcéo das
biomoléculas e precedendo o estabelecimento das complicacdes diabéticas (Abbas et
al., 2016).

2.4. Figado

No figado, € comum observar um acumulo de gordura em decorréncia da
obesidade, o qual estd amplamente relacionado ao desenvolvimento de resisténcia a
insulina. Esta resisténcia, por sua vez, juntamente com a hiperinsulinemia,
retroalimenta o acumulo de gorduras no tecido hepatico (Tilg et al., 2016; Sanders e
Griffin, 2016). A ingestao energética excessiva pode levar ao acumulo de lipideos no
figado via outros mecanismos; se for estabelecida resisténcia a insulina nos musculos,
0 armazenamento de energia pos-prandial, que seria na forma de glicogénio muscular,
passa a ser na forma de lipidios no tecido hepatico (Tilg et al., 2016). Quando h&
excesso de carboidratos, especialmente, ocorre no figado o processo de lipogénese
de novo, o qual utiliza produtos da via glicolitica e da descarboxilagéo do piruvato para
a sintese de acidos graxos. Este processo pode ser aumentado em casos de
hiperinsulinemia, j& que a insulina estimula a lipogénese (Sanders e Griffin, 2016).
Uma dieta rica em lipidios pode também causar acumulo de triacilgliceréis no figado
(Oakes et al., 1997). O depdsito de triacilglicerois no figado pode ser resultado da
acado de intermediarios toxicos gerados pelo metabolismo de lipidios, tal como o
diacilglicerol (DAG) (Tilg et al., 2016). Os DAG por sua vez também sabidamente
promovem prejuizos a sinalizacao insulinica, especialmente via ativacdo da proteina
quinase Ce (Samuel et al., 2004; Gassaway et al., 2018; Birkenfeld e Shulman, 2014).

A resisténcia a acdo da insulina € prejudicial ndo apenas aos tecidos
tradicionalmente sensiveis a este horménio, como musculo esquelético, figado,
pancreas e tecido adiposo. Ha uma liberacdo compensatoria de insulina na corrente
sanguinea (hiperinsulinemia) para atender as a¢fes da insulina necessarias nesses
orgaos alvo. No entanto, em alguns tecidos, a elevacdo dos niveis de insulina resulta
em ativacao excessiva de vias de sinalizacdo de fatores de crescimento dependentes
de insulina, podendo causar, por exemplo, hipertrofia e fibrose (Whaley-Connell e
Sowers, 2018).
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2.5. Rins

Os rins sédo extremamente dependentes da atividade mitocondrial, j& que suas
fungcbes no organismo sdo de alta demanda energética: promovem a filtracdo do
plasma, realizam reabsorcéo de nutrientes, regulam o balanco de eletrdlitos e fluidos,
mantém a homeostase acido-base e regulam a pressdo arterial (Bhargava e
Schnellmann, 2017). Quando ha resisténcia a insulina, como na obesidade e no
T2DM, ocorre acumulo de glicose e &cidos graxos, h4 um desbalanco entre a
guantidade de ERO geradas via oxidacdo dessas moléculas e as defesas
antioxidantes na mitocondria, causando queda na producdo de ATP (adenosina
trifosfato) e aumento de apoptose (Bhargava e Schnellmann, 2017).

Conforme descrito anteriormente, a obesidade contribui para a ocorréncia de
lipotoxicidade e gera um quadro de inflamacao crénica, com liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias. Além disso, os AGEs se ligam aos RAGE nos rins, desencadeando
vias de processos inflamatorios pela ativacdo do fator de transcricdo NFkB (nuclear
factor kappa B). A combinacédo entre ambiente pro-oxidativo e inflamacao causa danos
a estrutura renal, culminando na progressiva e continua perda de sua funcédo (Inéacio
et al., 2020)

Um tipo de alteracdo histolégica que pode ocorrer na obesidade é a
glomerulomegalia, que consiste no aumento anormal do glomérulo renal, e pode
evoluir para glomeruloesclerose (Hughson et al., 2011). Este aumento de volume do
glomérulo esta relacionado com um aumento da velocidade de filtracdo glomerular
devido a sobrecarga de moléculas a serem excretadas pelos rins em consequéncia
da resisténcia insulinica (Tomino et al., 2011). Se néo tratada, esse tipo de injaria renal
pode evoluir para a doenca renal crénica (DRC) ou, no caso do DM, para nefropatia
diabética. Esta é caracterizada por albumindria, acamulo extracelular de proteinas de
matriz extracelular e hipertrofia tubular epitelial e glomerular. Ao contrario da elevada
velocidade de filtracdo glomerular observada nos estagios iniciais de desenvolvimento
da doenca, na fase crbnica ocorre o contrario, diminuicdo da velocidade de filtracédo

glomerular (Bhargava e Schnellmann, 2017).
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2.6. Fosfodiesterases

As fosfodiesterases (PDE) constituem uma classe de enzimas que hidrolisam
0s nucleotideos ciclicos do tipo adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e guanosina
monofosfato ciclico (GMPc), gerando os produtos nao ciclicos 5-AMP e 5-GMP,
respectivamente. Ambos AMPc e GMPc sdo segundos mensageiros envolvidos na
regulacao de diversos processos metabdlicos (Seifert et al., 2015). A inibicdo de PDE
leva ao aumento nas concentragdes intracelulares de AMPc e GMPc, prolongando os
efeitos biolégicos desencadeados por esses segundos mensageiros.

A classe de PDE é subdividida em 11 familias, distribuidas pelos diferentes
tipos celulares do organismo (Maurice et al., 2014). Cada subfamilia € composta por
diferentes isoformas (Tabela 1), que apresentam propriedades cataliticas Unicas, bem
como diferente localizacdo intracelular: cada isoforma de PDE ocupa um
compartimento celular especifico. As diferentes familias de PDE também apresentam
especificidades distintas aos substratos AMPc e/ou GMPc (Francis et al., 2011, Baillie
et al., 2019).
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Tabela 1. Familias de fosfodiesterases, seus respectivos substratos e 0s principais tecidos de

expressdo das PDE.

Fosfodiesterase / Genes

Substratos

Principais tecidos

PDE 1
A,BC

PDE 2
A

PDE 3

A/ B

PDE 4
A B,C,D

PDE 5

PDE 6
A B, C

PDE 7
A B

PDE 8
A B

PDE 9

PDE 10

PDE 11

Caz*/calmodulina
AMPc e GMPc

AMPc e GMPc

AMPc e GMPc

AMPc

GMPc

GMPc

AMPc

AMPc

GMPc

AMPc e GMPc

AMPc e GMPc

Coragao, neurdnios centrais e periféricos,
pulméo, musculo liso, células linfoides e
mieloides
Cérebro, coracéo, figado, pulmao, cortex da
adrenal, endotélio e plaquetas
Coracéo, pulmao, figado, tecidos adiposos,
células-beta pancreéticas, endotélio, epitélio,
plaguetas
Células do sistema cardiovascular, nervoso,
imune e inflamatério, figado, pulméao e rins,
musculo liso, células endoteliais
Pulmao, cérebro, plaquetas, rins, musculo
vascular liso, endotélio, tecidos

gastrointestinais, pénis
Fotoreceptores e glandula pineal

Baco, cérebro, pulmdes, rins, masculo
esquelético, pancreas, coracdo, células
mieloides e linfoides
Testiculos, tireoide, figado, musculo
esquelético, coracao, rins, ovarios, cérebro,
linfocitos T
Baco, cérebro, células intestinais, rins,

figado, pulmdes.
Cérebro e testiculos

Musculo esquelético, rins, figado, prostata,

testiculos e glandulas salivares e pituitaria.

Fonte: Boswell-Smith et al., 2006; Keravis e Lugnier, 2012; Maurice et al., 2014; Epstein et al., 2021.
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PDE 4 hidrolisa especificamente AMPc (Figura 3) e esta presente em diversos
tipos celulares. O uso de inibidores de PDE 4 pode ser benéfico para o tratamento de
doencgas multifatoriais, incluindo a obesidade, pois 0 aumento na concentracdo de
AMPc afeta uma variedade de processos metabdlicos: em macréfagos, células
dendriticas e células T-regulatérias, ocorre inibicdo da inflamacao; ha um aumento da
lipélise em tecido adiposo branco e aumento de termogénese em tecido adiposo
marrom; no figado ocorre diminuicdo na deposicao de lipideos; no pancreas ocorre

um aumento na producao e secrecéo de insulina (Wu e Rajagopalan, 2016).

Canal iGnico
ativado por AMPc

Figura 3. Via de sinalizacdo do AMPc. a: a subunidade Ga da proteina G ativa a enzima adenilato
ciclase (AC), a qual converte ATP a AMPc; b: o AMPc se liga as subunidades regulatérias (R) da
proteina quinase A (PKA), liberando as subunidades cataliticas (C) da enzima; c: ativagao de canais
ibnicos por AMPc; d: fosfodiesterases (PDE, phosphodiesterase); e: EPAC (exchange protein activated
by cAMP). AKAP: A-kinase anchoring protein. Fonte: adaptado de Wong e Scott, 2004.

PDE 5 hidrolisa GMPc, e esta presente em quantidades expressivas no tecido
vascular liso, células endoteliais, rins, entre outros tecidos (Boswell-Smith et al., 2006;
Keravis e Lugnier, 2012; Maurice et al., 2014).

O GMPc é produzido a partir do GTP pela enzima guanilato ciclase (GC), que
se apresenta em duas formas: transmembrana e citoplasmatica (GCs). A GC, por sua
vez, pode ser ativada por éxido nitrico (NO). O principal componente celular ativado
por GMPc é a proteina quinase G (PKG), que propaga a sinaliza¢do da via NO-GMPc

por fosforilar residuos de serina ou treonina de uma série de efetores intracelulares
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(Pfeifer, 2013; Klinger e Kadowitz, 2017) (Figura 4). No musculo liso, por exemplo, a
ativacado desta via nas células endoteliais leva ao relaxamento da musculatura.

Essa via de sinalizacao é particularmente prejudicada quando, na obesidade,
ha hiperglicemia e geracédo exacerbada de ERO e AGEs. E, portanto, estabelecida a
disfuncédo endotelial, que se caracteriza pelo prejuizo da acdo das enzimas eNOS
(6xido nitrico sintase endotelial) e sGC (guanilato ciclase citoplasmatica), culminando
na diminuicdo da producéo de 6xido nitrico e GMPc, respectivamente. (Pfeifer et al.,
2013; Xu et al., 2021).

ﬂ; 5'GP \

L-Arg weepe NO [
} PKG inativa
’ GMPG =———n
GCs -' PKG ativa

Figura 4. Via de sinalizagdo do GMPc. L-Arg: L-Arginina; eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial; NO:

Oxido nitrico; GCs: guanilato ciclase citoplasmética; GTP: guanosina trifosfato; GMPc: guanosina
monofosfato ciclico; 5GMP: guanosina monofosfato (forma nao ciclica); PDE: fosfodiesterase; PKG:

proteina quinase G. Fonte: autoria propria, 2021.

2.6.1. Inibidores de fosfodiesterases

Em revisdo de Wahlang et al (2018), é possivel encontrar diversos estudos
acerca dos efeitos que o aumento da concentracdo de AMPc provoca nho figado, tecido
chave no processo de regulacdo do metabolismo energético. As vias sinalizatorias
desencadeadas por AMPc podem levar a diminuigcdo na producédo e no acumulo de
lipideos no figado. Isto foi observado em estudo de Zhang et al (2015), que
demonstraram que o resveratrol promoveu melhora em quadro de esteatose hepatica,
por inibir PDE 4.
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Um inibidor de PDE 4 comumente utilizado é o roflumilast, prescrito para o
tratamento da doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e asma (Lin et al., 2016).
Estudo de Wouters et al (2012) demonstrou que roflumilast possui efeitos benéficos
sobre a homeostase de glicose, diminuindo os niveis de hemoglobina glicada e a

glicemia de jejum em pacientes diabéticos.
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Figura 5. Estrutura quimica do roflumilast. Fonte: Drugbank, 2021.

Os inibidores de PDE 5 sédo menos estudados acerca de seus efeitos sobre
desordens metabdlicas em comparacdo aos inibidores de PDE 4. Um grupo de
pesquisa médica da Vanderbilt University Medical Center vem conduzindo um estudo
clinico desde 2016 para verificar os efeitos do tratamento por 12 semanas com
tadalafil (20 mg) em individuos obesos, avaliando principalmente os efeitos deste
inibidor de PDE 5 no gasto energético, na sensibilidade e secrecao de insulina e sobre
o risco cardiometabdlico; o estudo tinha previsdo de término para 2020, porém foi
suspenso devido a pandemia de COVID-19. Mas ja é um indicativo da importancia
que o estudo com inibidores de fosfodiesterase vem ganhando. (U.S. National Library
of Medicine, ClinicalTrials.gov, NCT02819440).

O tadalafil € um inibidor de PDE 5, utilizado para o tratamento de disfuncdo
erétil via promocéao de relaxamento da musculatura lisa através do aumento dos niveis
de GMPc e Oxido nitrico (Schwartz et al., 2013). Também tem sido indicado para os
tratamentos de hipertensdo arterial pulmonar e hiperplasia prostatica benigna
(Maurice et al, 2014).
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Figura 6. Estrutura quimica do tadalafil. Fonte: Drugbank, 2021.

2.7. Reposicionamento de farmacos

Roflumilast e tadalafil s&o interessantes candidatos para serem reposicionados
ao tratamento de disfuncées metabdlicas. O reposicionamento de farmacos consiste
na descoberta de novas indicacdes para medicamentos, além daquelas indicacdes
previstas em bula e que, portanto, ja foram estudadas e aprovadas (Ashburn e Thor,
2004). Essa estratégia é vantajosa, ja que a descoberta de novas moléculas e todo o
processo de langamento de um medicamento inédito é oneroso e demanda um longo
tempo. Para o reposicionamento de farmacos também é necessaria realizacdo de
estudos clinicos. No entanto, o reposicionamento continua sendo vantajoso, pois o
medicamento ja foi aprovado para uso, portanto € comprovadamente seguro e eficaz
(Langedijk et al., 2015; Arcaro et al., 2018).

Um dos mais famosos exemplos de reposicionamento é o inibidor de PDE 5
sildenafil. Na fase de pesquisa e desenvolvimento, a industria farmacéutica Pfizer
planejava um novo medicamento anti-hipertensivo, até que durante os estudos
clinicos identificaram como efeito adverso casos de erecao. A Pfizer decidiu entdo por
reposicionar o sildenafil (Viagra®) e comercializa-lo como tratamento para disfuncéo

erétil, revolucionando este mercado (Jourdan et al., 2020).
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2.8. Nanoparticulas

Visto que roflumilast € insolivel em agua (0.52-0.56 mg/L a 22°C, experimental,
Drugbank, 2021) e que tadalafil também é praticamente insollvel em agua (220 mg/L
a 25°C, tedrica, Drugbank, 2021), estes farmacos podem ter sua veiculacao facilitada
via utilizacdo de sistemas lipidicos nanoestruturados (SLN). Em relacédo ao tadalafil,
estudos ja foram realizados com o objetivo de melhorar sua solubilidade e,
consequentemente, a biodisponibilidade, através do uso de dispersdes solidas (Choi
et al., 2017), sistema de delivery auto-nanoemulsionante (El-Badry et al., 2014), entre
outros.

As nanoparticulas tém sido cada vez mais utlizadas conforme o
desenvolvimento farmacotécnico avanca, seja na industria de cosméticos, vacinas,
medicamentos quimioterapicos, entre muitas outras aplicacdes. Nanoparticulas
variam de 10 a 1000 nm e, por estar na escala nanométrica, conferem caracteristicas
aos farmacos encapsulados, como: aumento da biodisponibilidade, liberacéo
controlada, solubilizagdo e liberac@o proxima ao local de agéo (Singh e Lillard, 2009).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos tratamentos de camundongos em sistema-modelo in vivo
de obesidade e resisténcia a insulina com roflumilast (inibidor de PDE 4) ou tadalafil
(inibidor de PDE 5), veiculados em sistema lipidico nanoestruturado (SLN), sobre as
alteracdes fisiometabdlicas e biomarcadores do estresse glico-oxidativo, com énfase

nos seguintes tecidos: plasma, figado e rins.

3.1. Objetivos especificos

Em camundongos submetidos ao sistema-modelo in vivo de obesidade e
resisténcia a insulina (oferta de dieta hiperlipidica por 16 semanas), avaliar os efeitos
do tratamento por 8 semanas com roflumilast (inibidor de PDE 4) ou com tadalafil
(inibidor de PDE 5), veiculados em sistema lipidico nanoestruturado (SLN),
monitorando:

- Evolucgéo de peso corporal e da ingestéo alimentar;

- Massas dos tecidos adiposos brancos epididimal e retroperitoneal, bem como
do tecido adiposo marrom interescapular;

- Massas de coracéo, figado, rins e musculo esquelético gastrocnemius;

- Tolerancia a glicose oral e sensibilidade a insulina;

- Niveis de marcadores bioquimicos plasmaticos: colesterol total, colesterol-
HDL, triacilglicerdis, albumina, alanina aminotransferase (ALT) e acido Urico;

- Niveis de biomarcadores de lipoperoxidacdo (TBARS) em plasma, figado e
rins;

- Niveis de biomarcadores de glicacdo avancada (AGEs fluorescentes) em
plasma, figado e rins;

- Atividade da enzima antioxidante PON 1 no plasma;

- Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px em figado e rins.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados nesse estudo foram: espectrofotdbmetro
PowerWave XS2, BioTek®; espectrofluorimetro Synergy H1 Hybrid Reader, BioTek®;

glicosimetro Abbott Freestyle Optium®.

4.2. Desenho experimental

4.2.1. Experimento piloto: definicdo do sistema lipidico nanoestruturado

mais adequado a incorporacéao de roflumilast ou tadalafil

O desenvolvimento dos veiculos para incorporacao de roflumilast ou tadalafil
foi realizado em colaboragdo com o Prof. Dr. Marlus Chorilli, do Departamento de
Farmacos e Medicamentos da FCFAr. Foram avaliados dois sistemas lipidicos
nanoestruturados (SLN) produzidos conforme descrito por de Freitas et al. (2014).

O SLN-C foi constituido de 5% de colesterol como fase oleosa, 10% de uma
mistura de tensoativo (Brij 020 + fosfatidilcolina de soja (2:1)) e 85% de tampao fosfato
pH 7,4 como fase aquosa. O SLN-G continha a mesma composi¢cdo aquosa e de
tensoativos, porém, 5% de 6leo de girassol como fase oleosa.

Para cada SLN, a mistura foi sonicada com um sonicador de haste (Q500 de
QSonica®, Newtown, CT, EUA), com poténcia de 500 watts, em modo descontinuo,
durante 25 minutos com um intervalo de 30 segundos a cada minuto, com banho de
gelo durante todo o processo de sonicacdo. Posteriormente, cada SLN foi centrifugado
a 11.180 g durante 15 minutos para eliminar particulas liberadas pela haste de titanio.

Para o estudo de avaliagdo do veiculo e seus impactos in vivo, foram utilizados
camundongos C57BL/6/JUnib (4 semanas de idade) provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratério (CEMIB) — UNICAMP, Campinas, SP. Eles permaneceram no Biotério do
Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAr)

da UNESP durante todo o experimento e foram mantidos em caixas de polipropileno
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(3 animais por caixa), em condi¢des de ciclo luz-escuro de 12 horas e temperatura de
23°C.

Quando atingiram o peso de 22 gramas, apos periodo de adaptacdo de duas
semanas recebendo racdo comercial Labina (Presence®) e agua ad libitum, os
animais passaram a ser alimentados durante 14 semanas com dieta preparada padrao
(P; 3,85 kcallg, 4%) ou hiperlipidica (HL; 5,40 kcal/g, 35% de lipideos) (Tabela 2),
provenientes da Pragsolu¢fes Biociéncias, Domeneghetti & Corréa LTDA - Jau/SP.

Tabela 2. Composicao da dieta padrao (P) e da dieta hiperlipidica (HL).

Ingredientes Dieta Padrao (P) Dieta Hiperlipidica
(9/100g) (HL) (9/100g)
Amido 42,75 14,95
Caseina 20 20
Dextrina 13,2 10
Sacarose 10 10
Oleo de soja 4 4
Banha -- 31
Celulose 5 5
Mix de minerais @ 3,5 3,5
Mix de vitaminas @ 1 1
L-cistina 0,30 0,30
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Total 100 100

(1) Mix de minerais: célcio, fésforo, potassio, magnésio, ferro, manganés, selénio, zinco,
cromo, niquel, litio, enxofre, cobre, iodo, molibdénio, silicio, cloreto, fluoreto, boro, vanadio.
(2) Mix de vitaminas: acido nicotinico, pantotenato de calcio, piridoxina, tiamina, riboflavina,
acido félico, vitamina K, D-biotina, vitamina B12, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, colina.

ApoOs a sétima semana de oferta das dietas, os animais foram subdivididos nos
grupos descritos abaixo. Os veiculos foram administrados por via oral (gavagem),
diariamente entre 8:00 e 9:00 horas, durante 7 semanas consecutivas. Ao longo das
14 semanas de experimento, peso corporal e ingestao alimentar foram monitorados

duas vezes por semana.
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Para o estudo de avaliacédo do veiculo e seus impactos in vivo, foi conduzido

um experimento com 0s seguintes grupos (6 animais/grupo):

PA: animais alimentados com dieta P que receberam agua;

PSLN-G: animais alimentados com dieta P que receberam SLN-G;
PSLN-C: animais alimentados com dieta P que receberam SLN-C,;
HLA: animais alimentados com dieta HL que receberam agua,;
HLSLN-G: animais alimentados com dieta HL que receberam SLN-G;

2 i o

HLSLN-C: animais alimentados com dieta HL que receberam SLN-C.

Apéds 14 semanas ocorreu a eutanasia dos animais, que apos 6 horas de jejum
foram anestesiados com xilazina (16 mg/kg; Anasedan®) e quetamina (90 mg/kg;

Dopalen®) para a realizacdo da puncéo cardiaca e exsanguinacao total.

Dieta Dieta
P N . 7s’enja’nzl-15
< apds inicio
pareamento m dos veiculos
———» [ Eutanasia
P . v
C57BL/6 : ‘
Dieta *, i
HL ‘
Dieta
m/ HL —

Dieta ,, Dieta
P HL

> Eutanasia

Figura 7. Delineamento experimental do piloto realizado para escolha do sistema lipidico
nanoestruturado mais adequado para veiculacdo dos inibidores de fosfodiesterase. Dieta P: padréo;

dieta HL: dieta hiperlipidica; SLN: sistema lipidico nanoestruturado. Fonte: autoria propria, 2021.
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4.2.2. Experimento definitivo: efeitos de roflumilast e tadalafil sobre as
alteracdes fisio-metabodlicas e biomarcadores do estresse glico-oxidativo em

modelo de obesidade e resisténcia a insulina

Camundongos C57BL/6/JUnib (4 semanas de idade) foram provenientes do
Centro Multidisciplinar para Investigacéo Biologica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratorio (CEMIB) — UNICAMP, Campinas, SP e permaneceram no Biotério do
Departamento de Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAr)
da UNESP durante o experimento.

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno (3 animais por caixa),
em condi¢cOes de ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatura de 23°C. Quando
atingiram o peso de 22 gramas, apés periodo de adaptacdo de duas semanas,
recebendo racdo comercial Labina (Presence®) e agua ad libitum, os animais
passaram a ser alimentados durante 16 semanas com dieta preparada padrao (P; 3,85
kcallg, 4% de lipideos) ou hiperlipidica (HL; 5,40 kcal/g; 35% de lipideos) (Tabela 2),
provenientes da Pragsolu¢fes Biociéncias, Domeneghetti & Corréa LTDA - Jau/SP.

Antes do inicio dos tratamentos, foi realizado um pareamento para composi¢ao
dos grupos experimentais com base no peso corporal dos animais, de modo que 0s
valores médios iniciais fossem semelhantes para todos os grupos. O pareamento é
necessario para a comparacao dos efeitos dos tratamentos sobre os animais, em
relacdo aos grupos de animais controle sem tratamento, garantindo que os resultados
observados sejam unicamente devido aos tratamentos administrados, sem possiveis
vieses experimentais.

Apbs analise dos resultados do experimento piloto, 0 SLN escolhido foi 0 que
utilizava como fase oleosa o 6leo de girassol. Assim, tanto roflumilast quanto tadalafil
foram incorporados em SLN-G, que passaremos a chamar apenas de SLN.

ApOs a oitava semana de ofertas das dietas, os animais em dieta hiperlipidica
foram subdivididos nos grupos HL, HL-SLN, HL-RFMO0,5, HL-RFM1,0, HL-TDL1,0 e
HL-TDL2,0. Os tratamentos foram administrados por via oral (gavagem), diariamente
entre 8:00 e 9:00 horas, durante 8 semanas consecutivas. Ao longo das 16 semanas
de experimento, peso corporal e ingestao alimentar foram monitorados duas vezes

por semana.
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O experimento foi realizado com 7 grupos (15 animais/grupo):

1. Grupo P: animais alimentados com dieta P que receberam agua;

2. Grupo HL: animais alimentados com dieta HL que receberam agua,

3. Grupo HL-SLN: animais alimentados com dieta HL e tratados com SLN;

4. Grupo HL-RFMO0,5: animais alimentados com dieta HL e tratados com 0,5 mg/kg
de roflumilast;

5. Grupo HL-RFM1,0: animais alimentados com dieta HL e tratados com 1,0 mg/kg
de roflumilast;

6. Grupo HL-TDL1,0: animais alimentados com dieta HL e tratados com 1,0 mg/kg
de tadalafil;

7. Grupo HL-TDL2,0: animais alimentados com dieta HL e tratados com 2,0 mg/kg

de tadalafil.

HL
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Figura 8. Delineamento do experimento definitivo para avaliacdo dos efeitos do tratamento por 8
semanas com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg) em animais alimentados
com dieta hiperlipidica por 16 semanas. Dieta P: padrao; dieta HL: dieta hiperlipidica; SLN: sistema
lipidico nanoestruturado; TTGO: teste de tolerancia a glicose oral; ITT: Teste de tolerancia a insulina;
RFMO0,5: roflumilast 0,5 mg/kg; RFM 1,0: roflumilast 1,0 mg/kg; TDL1,0: tadalafi 1,0 mg/kg; TDL2,0:
tadalafi 2,0 mg/kg. Fonte: autoria propria, 2021.
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Os inibidores de fosfodiesterases roflumilast (RFM; SML-1099; pureza = 98%)
e tadalafil (TDL; SML-1877; pureza = 98%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Inc.,
(St. Louis, Missouri, United States). As doses de 0,5 e 1,0 mg/kg de roflumilast foram
selecionadas com base no trabalho de Mollmann et al. (2017), que realizaram
experimento com camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica, por 12
semanas. Roflumilast era veiculado na dieta, na dose de 21 mg/kg de dieta; pelo
consumo diério de racao dos animais, péde-se calcular a massa de farmaco por peso
de animal, o qual foi de aproximadamente 1,77 mg/kg. Levou-se em consideracéo
também os estudos de Vollert et al. (2012), que administraram roflumilast por 28 dias
a camundongos db/db e chegaram a conclusdo que 3 mg/kg é a dose maxima com
efeitos farmacolégicos e sem efeitos adversos para tratamentos crénicos.

Como ndo h& estudos com tadalafil em modelo de obesidade e resisténcia a
insulina com camundongos, as doses de 1,0 e 2,0 mg/kg de tadalafil foram
selecionadas através do calculo de extrapolacdo de dose de animal para humano,

baseado na &rea de superficie corporal (Nair e Jacob, 2016):

HED (mg/kg) = dose animal (mg/kg) x km animal + km humano

km humano= 37 ; km camundongo= 3

Foram utilizadas como referéncia as doses ja utilizadas de tadalafii em
humanos para garantir que n&o haveria toxicidade aos animais. Quando indicado para
o tratamento de hiperplasia prostatica benigna, a dose recomendada de tadalafil € de
5 mg. Através do célculo de conversdo de dose, para o camundongo esta dose é
equivalente a 1,03 mg/kg. Foi avaliada também a dose de 2,0 mg/kg, equivalente a
dose de 10 mg para humanos no tratamento de disfuncéo erétil (CIALIS® (tadalafil)
Product Monograph - Eli Lilly Canada Inc.). Sabe-se que esta dose de tadalafil ndo é
toxica, pois Seimetz et al. (2015) administraram 10 mg/kg de tadalafil a camundongos
C57BL/6 durante 6 meses em experimento no qual avaliaram o potencial preventivo
do farmaco contra danos provenientes da exposicédo dos animais a fumaca.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA) e o
projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Campus de Araraquara, Protocolo
CEUA/FCF/CAr n2 24/2017 (Anexo 1).
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4.2.2.1 Caracterizacao do sistema lipidico nanoestruturado

Tamanho de particulas e indice de polidispersidade (Silva et al., 2009)

O diametro das particulas foi determinado pela utilizacdo de um equipamento
Dynamic Light Scattering (DLS, espalhamento dinamico de radiacdo laser) —
Brookhaven. Com a temperatura a 20°C e comprimento de onda de 532 nm, o sistema
lipidico nanoestruturado foi analisado ao longo de cinco minutos, foram realizadas 10
leituras do diametro das goticulas (n=3) e foi determinado o indice de polidispersidade
(IPD).

Analise do potencial zeta (de Freitas et al., 2014)

A analise do potencial zeta deve ser realizada 24 horas apds o preparo das
formulagbes. Apds diluicdo das amostras em solugdo aquosa de cloreto de potassio
(10 pL de amostra/ 1mL de cloreto de potéssio), o potencial zeta foi determinado
através de 3 leituras e o resultado foi expresso pelo calculo da média e desvio padréo

da média. Foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano NS — Malvern Instruments.

4.3. Teste de tolerancia a glicose oral (TTGO) e teste de tolerancia a
insulina (ITT)

Apoés 14 semanas (6 semanas de tratamentos com roflumilast ou com tadalafil)
foi realizado o TTGO. Os animais foram jejuados por 12 horas e o ensaio foi iniciado
as 11 horas da manha. A glicemia foi determinada antes (0 min) e depois (15, 30, 60,
90 e 120 min) da sobrecarga de glicose (1 g/kg, via oral) pelo uso de fitas reativas e
glicosimetro (Abbott, Freestyle Optium®).

Na 152 semana (7 semanas de tratamentos com roflumilast ou com tadalafil) foi
realizado o ITT. Os animais ficaram sem racdo por 2 horas e 0 ensaio também foi
iniciado as 11 horas da manha. A glicemia foi determinada antes (0 min) e depois (15,
30, 45 e 60 min) da administracdo de insulina (Novolin R® 0,45 Ul/kg, intraperitoneal,

i.p.) pelo uso de fitas reativas e glicosimetro (Abbott, Freestyle Optium®).
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4.4. Finalizacdo do experimento

Apoés 16 semanas (8 semanas de tratamentos com roflumilast ou com tadalafil)
houve a finalizagdo do experimento. Todos os animais foram previamente jejuados
por 6 horas e as 11 horas deu-se inicio a essa etapa. Os animais foram anestesiados
(xilazina, 16 mg/kg; quetamina 90 mg/kg) e em seguida, metade dos animais (de todos
0s grupos estudados) receberam insulina (3,8 Ul/kg peso corporal, Novolin R®, viai.p.)
para o estudo dos niveis de fosforilacdo de Akt (proteina quinase B), estimulada por
insulina em tecidos adiposos brancos e musculos gastrocnemius. A outra metade dos
animais, de todos os grupos estudados, recebeu salina (0,85%, via i.p.) para o estudo
dos niveis de fosforilagdo basal de Akt. Apés 10 minutos dos estimulos, foi realizada
a eutanasia dos animais via puncdo cardiaca e exsanguinacao total. Devido a
pandemia de COVID-19, nédo foi possivel realizar as analises referentes aos niveis de
fosforilacdo de Akt em tecidos adiposos brancos e muasculos gastrocnemius, no
entanto, essas analises ainda serdo realizadas e os resultados obtidos serao inseridos
em futura publicacao.

Amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas (2500 r.p.m. durante
10 minutos a 4°C) a fim de obter o plasma para posteriores analises bioquimicas.
Foram retirados, pesados e imediatamente congelados (-80°C): tecido adiposo branco
epididimal, tecido adiposo marrom interescapular, masculo gastrocnemius, figado e

rins. Foram apenas pesados: tecido adiposo branco retroperitoneal e coracéo.

4.5. Biomarcadores do metabolismo de carboidratos, lipideos e das
disfuncbes hepética e renal, determinados com o0 uso de kits comerciais
(Labtest Diagnostica S.A.)

* Triacilglicerdis: método enzimatico de reacfes acopladas (Rifai e Warnick, 2006);
* Colesterol total: método da colesterol oxidase (Mroz, 2003);

* Colesterol — HDL: inibicdo seletiva com polioxietileno lauril éter (Rifai e Warnick,
2006);

* Alanina aminotransferase (ALT): monitoramento cinético acoplado a lactato
desidrogenase (Wroblewski e Ladue, 1956);

« Acido arico: método da uricase (Trinder, 1969);

* Albumina: verde de bromocresol (Bartholomew e Delaney, 1966).
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4.6. Biomarcadores de peroxidacao lipidica: determinacado de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (thiobarbituric acid reactive
substances) (Kohn e Liversedge, 1944)

4.6.1. Homogeneizacao dos tecidos

Os tecidos foram homogeneizados em tamp&o cloreto de potassio 1,15%,
sempre em gelo, na propor¢cao 1:4. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000
r.p.m., por 10 minutos, a 4°C. Com o sobrenadante obtido, prosseguiu-se com a

andalise.

4.6.2. Determinacdo de TBARS em amostras de plasma e sobrenadantes

de figado e rins.

Para quantificacdo dos niveis de TBARS, as amostras passaram previamente
por um procedimento para a retirada das proteinas. Adicionou-se hidroxido de sédio
(1,5 M) e as amostras foram incubadas por 30 minutos a 60°C. Apos o resfriamento
em banho de gelo, foi adicionado &cido perclérico 10% e as amostras foram
centrifugadas a 10000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C.

Os niveis de TBARS foram determinados no sobrenadante obtido, apds reacao
com acido tiobarbittrico (TBA, 10 mM solubilizado em solucéo de fosfato de potassio
monobasico, 75 mM, pH 2,5). Os niveis de TBARS no figado e nos rins foram
determinados em espectrofotbmetro a 535 nm. Ja para amostras de plasma, a
determinacao foi realizada em espectrofluorimetro em comprimento de onda de
excitacao de 510 nm e comprimento de onda de emissdo de 553 nm.

Abaixo, na Figura 9, podem-se observar as curvas de calibragéo de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (1,1,3,3-TMP), com leituras realizadas em espectrofluorimetro e

espectrofotdmetro.
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Figura 9. Curva de calibracdo de 1,1,3,3-TMP (umol/L) e leituras realizadas em (A) espectrofluorimetro
e (B) espectrofotdmetro.

4.7. Atividade da enzima paraoxonase (PON 1) no plasma (Costa et al.,
1990; Assis et al., 2017)

A atividade da enzima antioxidante PON 1 foi determinada pela adicdo do
substrato paraoxon (1,2 mM) a amostras de plasma, em tampéao Tris-HCI (15 mM, pH
8,5) contendo cloreto de calcio (0,15 mM) e cloreto de sddio (0,3 M).

Quando a PON 1 hidrolisa o paraoxon, ocorre liberacdo do p-nitrofenol
(€=18.000 M-t.cm, Richter et al., 2008), cuja absorbancia foi monitorada a cada 10
segundos, durante 5 minutos, a 37°C, em comprimento de onda de 405 nm. A
atividade de PON 1 foi expressa em U/mg de colesterol-HDL (cada U = umol de

paraoxon hidrolisado/minuto).
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4.8. Biomarcadores de glicacdo avancada: estimativa dos produtos finais
de glicacdo avancada (AGEs) no plasma, figado (Zilin et al., 2001) e rins
(Pokupec et al., 2003)

Figado e rins foram homogeneizados em tampdo fosfato de sédio (10 mM, pH
7,4), sempre em gelo, na proporcdo 1:10. Para obtencdo dos sobrenadantes de
figado, as amostras foram centrifugadas a 10.000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C.

Ao plasma e sobrenadantes de figado, foram acrescentados &cido
tricloroacético (0,12 M), hidroxido de sédio (0,1 M) e cloroférmio (1,2 M em plasma e
2,4 M em figado). Ao homogenato das amostras de rins, adicionou-se apenas
hidroxido de sédio (0,1 M). As amostras de plasma e figado foram homogeneizadas e
mantidas em geladeira (8 a 10°C) por 30 minutos para separacao das fases aquosa e
cloroférmica.

Por ultimo, as amostras de plasma, figado e rins foram centrifugadas a 10.000
g, durante 10 minutos, sob temperatura de 10°C. A fase aquosa foi utilizada para
determinacao de AGEs fluorescentes, nos comprimentos de onda de excitacdo de 370
e de emisséo de 440 nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de

fluorescéncia (U.A.)/mg de proteina.

4.9. Atividades das enzimas antioxidantes em figado e rins

4.9.1 Preparo dos tecidos

Figado e rins foram pesados (100 mg de tecido para 1 mL de tampéao) e
homogeneizados em tampéao fosfato de sédio (10 mM, pH 7,4). Para as analises,
utilizou-se o sobrenadante obtido apos centrifugacdo do homogenato a 10.000 r.p.m.

por 10 minutos, a 4°C.
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4.9.2 Atividade da catalase (Beers e Sizer, 1952)

As amostras foram adicionadas a placa de 96 poc¢os contendo tampao fosfato
de potéssio (50 mM, pH 7,0) e H202 (10 mM). A atividade da CAT foi monitorada pelo
consumo de H202 a 230 nm e os resultados foram expressos em pmol de H20:2

consumido/min/mg de proteina.

4.9.3 Atividade da glutationa peroxidase (Rush e Sandiford, 2003)

A reacdo ocorreu em tampao Tris-HCIl + EDTA (52,94 mM, pH 7,6). A cinética
foi disparada quando H202 (1,95 mM) foi adicionado a reacdo. A GSH-Px presente na
amostra oxida a GSH (1,5 mM), a qual é convertida de volta a forma reduzida pela
acdo da enzima glutationa redutase (1,8 U/mL), as custas da oxidacdo do NADPH (3
mM,). A cinética foi monitorada a 340 nm e os resultados foram expressos em pmol
de NADPH oxidado/min/mg de proteina.

4.9.4 Atividade da superoxido dismutase (Beauchamp e Fridovich, 1971)

A reacao foi conduzida em placa de 96 pocos, em meio contendo tampao
fosfato de sédio e potassio (53 mM, pH 7,8), EDTA (10 mM) e xantina (5 mM). Apés a
adicao de xantina oxidase ao meio reacional, a cinética foi iniciada.

A xantina é convertida a hipoxantina, com geracdo de O2", que reduz o NBT
(10mM, nitroblue tetrazolium) a formazana. A SOD neutraliza o Oz~ e, portanto, inibe
a reducao do NBT. A reducéo do NBT foi monitorada em espectrofotdmetro a 550 nm,
durante 3 minutos, em intervalos de 10 segundos, a 37°C.

Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima necessaria
para inibir a reducdo do NBT em 50%. Os resultados foram expressos em U/mg de
proteina.
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4.10. Dosagem de proteinas totais em plasma e sobrenadantes de figado

erins (Lowry et al., 1951)

Adicionou-se as amostras cobre em meio alcalino (2% de carbonato de sodio
em solucéo de hidroxido de sédio 0,1 N com 0,5% de sulfato de cobre em solucédo de
tartarato de sodio e potassio 5%). Apds 15 minutos em temperatura ambiente, foi
adicionado o reagente Folin-Ciocalteau (mistura de molibdato, tungstato e acido
fosférico), que sofre redugcédo quando reage com proteinas na presenca de cobre (ll),
produzindo um cromoforo azul. Este produto é determinado em espectrofotémetro a
660 nm.

Na Figura 10 pode-se observar a curva de calibragc&o, que utilizou como padrao
a albumina sérica bovina para os célculos da concentracdo de proteina nas amostras,

em pg/mL.
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Figura 10. Curva de calibragdo de albumina (ug/mL).

4.11. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e
analisados por variancia One-Way (ANOVA) seguido pelo teste Newman-Keuls

(p<0,05). Foi utilizado o programa GraphPad Prism® 6.01.
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento piloto: definicdo do sistema lipidico nanoestruturado

mais adequado a incorporacao de roflumilast ou tadalafil

5.1.1. Caracterizagdo do veiculo

Podem-se observar, através da analise da tabela 3, as caracteristicas fisico-
quimicas da formulacdo do sistema lipidico nanoestruturado vazio e do sistema
lipidico nanoestruturado com RFMO0,5, RFM1,0, TDL1,0 e TDL 2,0 incorporados a

formulacao.

Tabela 3. Tamanhos das particulas, indice de polidispersado e potencial zeta para os sistemas
lipidicos nanoestruturados.

Formulagdo P;??caunlgg ?nari) Polidiiggie(i;: (ppy ~ Potencial Zeta (mV)
SLN 22,26 + 0,3002 0,258 + 0,010 - 2,68+ 0,551
RFMO,5 20,94 + 1,240 0,240 + 0,019 -3,08 + 0,307
RFM1,0 21,19 + 0,2376 0,252 + 0,002 - 2,95+ 0,512
TDLL,0 20,31 + 1,177 0,226 + 0,016 - 2,94+ 0,347
TDL2,0 21,49 +0,1721 0,212 + 0,005 - 2,59 + 0,303

Valores expressos como média + desvio-padrao da média.

5.1.2. Comparativo de peso corporal ao longo das 14 semanas de

experimento

Através da analise da Tabela 4, pode-se observar que, no inicio do
experimento, todos 0s grupos apresentavam 0s mesmos valores medios de peso
corporal. Antes do inicio da administracédo dos veiculos, isto é, da primeira até a sétima
semana, o ganho de peso corporal dos animais pertencentes aos grupos P ou HL era

homogéneo. Entretanto, da oitava até a décima quarta semana de experimento, 0s
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animais dos grupos PSLN-C e HLSLN-C (isto é, animais em dieta P ou HL que

receberam SLN a base de colesterol) ndo ganharam mais peso corporal.

Tabela 4. Peso corporal (g) e A peso corporal (g) dos animais alimentados com dieta P ou HL

e tratados com agua, SLN-G ou SLN-C.

Peso corporal (g) A peso corporal (g)

Grupos Inicio Inicio Peso A (inicio dietas) - A (inicio veiculos) A peso

dietas  veiculos Final (inicio veiculos) - (peso final) total
Semana 1 7 14 - - -

PA 20,8 26,2 29,1 5,4 29 8,4
PSLN-G 20,3 25,8 27,2 55 13 6,8
PSLN-C 20,1 27,0 27,0 6,9 0,0 6,9
HLA 20,3 27,4 30,1 7,2 2,7 9,9
HLSLN-G 20,4 28,6 29,8 8,2 1,2 9,4
HLSLN-C 20,1 28,0 28,2 7,9 0,2 8,1

Valores expressos como a média dos grupos. PA: animais alimentados com dieta P que
receberam agua; HLA: animais alimentados com dieta HL que receberam agua; SLN-G: sistema
lipidico nanoestruturado que contém girassol como fase oleosa e SLN-C: sistema lipidico

nanoestruturado que contém colesterol como fase oleosa.

Através dos resultados obtidos neste experimento piloto, pode-se observar que
o SLN que continha girassol como fase oleosa apresentou as melhores caracteristicas
de um bom veiculo, j& que néo interferiu no ganho de peso corporal, sendo este um

importante parametro a ser avaliado no experimento definitivo.

5.2. Experimento definitivo

5.2.1. Ingestdo alimentar e energética

Nas Figuras 11A e 11B, pode-se observar que os animais alimentados com
dieta HL apresentaram os menores valores médios de ingestdo alimentar, ao longo
das 16 semanas de experimento. Entretanto, devido a maior quantidade de calorias
na composicdo da dieta hiperlipidica, HL (5,40 kcal/g) em comparacdo a dieta
normolipidica, P (3,85 kcal/g), os animais dos grupos HL e HL-SLN apresentaram
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maior ingestdo energética, em relacdo aos animais do grupo P (Figuras 11C e 11D).
As médias de ingestdo energética dos grupos HL e HL-SLN foram 4% e 7%
superiores, respectivamente, a ingestao energética do grupo P.

Na Figura 11, podem ser observados os efeitos benéficos dos tratamentos com
roflumilast ou tadalafil na ingestdo alimentar de animais mantidos em dieta HL. O
tratamento com roflumilast na dose de 0,5 mg/kg diminuiu a ingestdo energética em
3,5% e 6,3% em relagdo aos valores encontrados em animais dos grupos HL e HL-
SLN, respectivamente. J& o tratamento com roflumilast na dose de 1,0 mg/kg diminuiu
a ingestdo energética em 4,7% e 7,4% em relacdo aos valores encontrados em
animais dos grupos HL e HL-SLN, respectivamente (Figura 11C).

O tratamento com tadalafil na dose de 2,0 mg/kg diminuiu em 5,1% a ingestao
energética dos animais alimentados com dieta HL, em comparacédo aos animais do
grupo HL-SLN (Figura 11D).
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Figura 11. Ingestdo alimentar (g/dia) de animais alimentados com dieta HL e tratados durante 8
semanas com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg), sendo (A) referente
aos grupos RFMO0,5 e RFM1,0 e (B) referente aos grupos TDL1,0 e TDL2,0. Ingestdo energética
(kcal/dia) no periodo entre a 92 e a 162 semanas, sendo (C) referente aos grupos RFMO0,5 e RFM1,0 e
(D) referente aos grupos TDL1,0 e TDL2,0. Valores expressos como média * erro padrao da média. a:

diferencas com P; b: diferencas com HL; c: diferengas com HL-SLN (p<0,05).

5.2.2. Evolucéo de peso corporal

Nas Figuras 12A e 12B, pode-se acompanhar a evolu¢do do peso corporal dos
animais dos diferentes grupos experimentais ao longo de 16 semanas de experimento.
Até a oitava semana (as linhas tracejadas indicam os inicios dos tratamentos com
roflumilast ou tadalafil), os grupos de animais alimentados com dieta HL nao
apresentavam diferencas entre si em relacdo ao peso corporal. A partir da sexta
semana, as médias de peso corporal dos grupos que estavam recebendo apenas
dieta HL ja eram significativamente superiores a média de peso corporal dos animais

do grupo P. Apés a oitava semana de experimento, com o inicio dos tratamentos, a
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meédia de peso corporal do grupo HL continuou aumentando, de modo que este foi 0
grupo com maior ganho de peso corporal desde o inicio do experimento. Atraves da
andlise dos gréaficos C ou D da Figura 12, pode-se comparar a &rea sob a curva (ASC)
da evolucdo de peso corporal dos animais de todos os grupos, e podemos observar
gue a magnitude de ganho de peso corporal dos animais do grupo HL foi 15% maior
gue a magnitude de ganho de peso corporal dos animais do grupo P, apds a oitava
semana de experimento.

Animais do grupo HL-SLN também apresentaram um elevado ganho de peso
corporal, sendo observado um aumento de 14% na ASC do grupo HL-SLN em relacéo
ao grupo P. Mesmo apés o inicio da administracdo do veiculo aos animais em dieta
HL, a evolucdo de peso corporal dos animais deste grupo manteve-se parecida com
aquela dos animais do grupo HL, o que pode ser observado tanto pelos graficos de
ganho de peso corporal por semana (Figuras 12A e 12B) quanto pelos gréaficos de
ASC do peso corporal (Figuras 12C e 12D).

Em relagéo aos grupos de animais alimentados com dieta HL e tratados com
os inibidores de PDEs, os resultados demonstraram o potencial desses farmacos na
diminuicdo do ganho de peso corporal.

Os melhores efeitos relacionados a promocao de diminuicdo no ganho de peso
corporal foram observados com o farmaco roflumilast. Ao final do experimento, tanto
animais HL-RFMO0,5 quanto animais HL-RFM1,0 apresentaram valores de peso
corporal semelhantes aqueles de animais do grupo P, indicando uma importante
diminuicdo no ganho de peso corporal de animais tratados com roflumilast, em relacéo
aos animais do grupo HL. Comparando as ASC da evolucao de peso corporal (Figura
12C), observa-se que da 82 a 162 semanas de experimento, os animais HL-RFMO0,5 e
HL-RFM1,0 apresentaram diminuicAo no peso corporal de 10% e 8%,
respectivamente, em relagdo aos animais dos grupos HL e HL-SLN.

Na Figura 12D, pode-se observar que os valores de ASC da evolucao de peso
corporal dos animais tratados com tadalafii (HL-TDL1,0 e HL-TDL2,0) foram
semelhantes entre si. Além disso, os animais em dieta HL e tratados com tadalafil,
nas duas doses, apresentaram a mesma porcentagem de diminui¢céo de peso corporal

em relacdo aos grupos HL (7%) e HL-SLN (4%), apoés o inicio dos tratamentos.
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Figura 12. Evolucdo de peso corporal (g) de animais alimentados com dieta HL e tratados durante 8
semanas com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg), sendo (A) referente
aos grupos RFMO0,5 e RFM1,0 e (B) referente aos grupos TDL 1,0 e TDL2,0. Area sob a curva (ASC)
da evolucgéo de peso corporal da 82 a 162 semanas, sendo (C) referente aos grupos RFM0,5 e RFM1,0
e (D) referente aos grupos TDL 1,0 e TDL2,0. Valores expressos como média + erro padrao da média.

a: diferencas com P; b: diferencas com HL; c: diferengcas com HL-SLN (p<0,05).

5.2.3. Massas de tecidos

Nas Figuras 13A e 13B, pode-se observar que animais do grupo HL
apresentaram aumentos nas massas de tecido adiposo branco epididimal (eTAB) e
tecido adiposo branco retroperitoneal (rpTAB), de 171% e 212% de respectivamente,
em relagéo aos valores encontrados em animais do grupo P. Animais do grupo HL-
SLN também apresentaram aumento de 84% nas massas de eTAB em relacdo aos

animais do grupo P.
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Corroborando os beneficios encontrados relacionados a diminuicdo no ganho
de peso corporal, os tratamentos de animais em dieta HL com os inibidores de PDEs
foram eficazes na promocéao de diminuigdo nas massas dos tecidos adiposos.

Foram observadas diminuigcbes de 35% e 37% nas massas de eTAB dos
animais dos grupos HL-RFMO0,5 e HL-RFM1,0, respectivamente, em relacdo as
massas dos animais do grupo HL. Também foram observadas diminuicdes de 34% e
46% nas massas de eTAB de animais dos grupos HL-TDL1,0 e HL-TDL2,0,
respectivamente, em relacdo as massas de animais do grupo HL.

Quanto ao rpTAB, os animais tratados com RFMO0,5 e RFM1,0 apresentaram
diminuicdes de 45% e 39% nas massas desse tecido, respectivamente, em relacéo
aos animais HL. Os animais tratados com TDL1,0 e TDL2,0 apresentaram diminui¢des
de 39% e 44% nas massas de rpTAB, respectivamente, em relacdo aos animais HL.

Em relacdo ao tecido adiposo marrom interescapular (iTAM), apesar de nao
haver diferenca estatistica entre 0os grupos, pode-se observar que ha uma tendéncia
de animais do grupo HL possuirem maiores massas de iTAM, em relagdo aos animais
do grupo P. J& animais dos grupos HL-SLN, HL-RFMO0,5, HL-RFM1,0, HL-TDL1,0 e
HL-TDL2,0 apresentaram os mesmos valores médios de massas de iTAM que
agueles do grupo P (Figura 13C).

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais
em relacdo as massas de figado, rins, coracdo e mauasculos esqueléticos

gastrocnemius (Tabela 5).
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Figura 13. Massas dos (A) tecidos adiposos brancos epididimal e (B) retroperitoneal e (C) do tecido

adiposo marrom interescapular, corrigidas por milimetro de tibia, de animais alimentados com dieta HL

e tratados durante 8 semanas com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg).

Valores expressos como média + erro padrdo da média. a: diferencas com P; b: diferengas com HL

(p<0,05).

Tabela 5. Massas de figado, rins, coragdo e muasculos gastrocnemius (mg/mm de tibia) de animais

alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com roflumilast (0,5 e 1,0 mg/kg) ou tadalafil (1,0 e 2,0

mg/kg).

Grupos (mg?r?ridt?bia) (mg/rF;ir?]Stibia) (mglcr)nr?ng?i%ia) gaxfos;#é%slus
(mg/mm tibia)

P 59,0 + 2,2 7,6+0,2 7,2+0,3 8,5+0,2

HL 61,0+ 2,2 8,3+ 0,4 6,9+0,2 8,5+0,2

HL-SLN 59,6 + 2,1 7,7£0,3 7,2+0,2 8,4+0,2

RFMO,5 55,9 + 2,1 73202 6,7%0,2 8,1+0,2

RFM1,0 53,8+ 1,6 8,0+ 0,4 6,8+0,2 8,4+0,1

TDL1,0 59,3+ 2,5 7,9+0,3 7,0£0,2 8,1+0,1

TDL2,0 59,4+ 2,2 8,1+0,3 7,1£0,2 8,4+0,2

Valores expressos como média + erro padréo da média.
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5.2.4. Parametros bioquimicos plasmaticos

Os niveis plasmaticos de colesterol total e colesterol-HDL foram maiores nos
animais do grupo HL, em 66 e 48%, respectivamente, em relacdo aos valores
encontrados em animais do grupo P. Os tratamentos com roflumilast (0,5 ou 1,0
mg/kg) ou com tadalafil na dose de 1,0 mg/kg ndo foram capazes de reduzir os niveis
de colesterol total ou de colesterol-HDL de animais em dieta HL, cujos valores foram
semelhantes aqueles de animais HL. Por outro lado, os niveis de colesterol total nos
animais tratados com tadalafil na dose de 2,0 mg/kg foram menores em relacdo aos
niveis de colesterol do grupo HL (Tabela 6). Em relacédo aos niveis de triacilglicerois
no plasma, néo foram observadas diferencas entre os grupos estudados (Tabela 6).

N&o foram observadas diferencas nos niveis plasmaticos de albumina entre os
grupos experimentais analisados. Também ndo houve alteracbes nos niveis
plasmaticos de &cido urico entre os grupos estudados (Tabela 6).

Em relagdo aos niveis de ALT, os animais dos grupos HL e TDL1,0 mg/kg
apresentaram niveis plasméaticos elevados em relacdo aos animais do grupo

alimentado com dieta padréo (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros bioquimicos plasmaticos de animais alimentados com dieta hiperlipidica e

tratados com roflumilast (0,5 e 1,0 mg/kg) ou tadalafil (1,0 e 2,0 mg/kg).

Grupos Colesterol total  Colesterol-HDL  Triacilglicerol  Albumina  Acido urico ALT
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (mg/dL) um
P 89,4+38 80,0+ 8,0 48,0+ 4,6 21+0,0 0,5+0,1 172+ 1,8
HL 148, 7+6,1a 118,4+5,1a 44055 2,2+0,0 0,6+0,1 244+23a
HL-SLN 132,0£55a 1150+4,8a 416 +6,1 2,2+0,0 0,5+0,1 226+28
RFMO0,5 1338+x4,1a 119.8+29a 33,8+1,6 2,2+0,0 0,4+£0,1 20,9+21
RFM1,0 140+ 7,3 a 1176 £3,5a 375+3,3 2,2+0,0 0,4+0,0 194+19
TDL1,0 135,77+ 3,3 a 120,3+24 a 43,1 +3,5 2,2+0,0 0,4+0,0 228+16a
TDL2,0 118,8+5,7a,b 107,1+49a 37,2+28 21+0,0 0,4+0,0 195+15

Valores expressos como média + erro padrdo da média. a, diferengcas com P; b, diferengcas com HL;

(p<0,05).
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5.2.5. Teste de tolerancia a glicose oral

Os animais do grupo HL apresentaram valores de glicemia de jejum maiores
(45%) em relacéo os valores em animais do grupo P (Figura 14C). O valor da ASC da
glicemia no TTGO, nos animais HL, foi 54% maior em relacdo aos valores de ASC da
glicemia no TTGO dos animais P (Figura 14D).

Apbs o desafio com glicose, os animais dos grupos HL e HL-SLN apresentaram
0S maiores valores de pico glicémico (tempo de 15 minutos) (Figuras 14A e 14B) e
obtiveram valores semelhantes de ASC da glicemia no TTGO. A glicemia de jejum
dos animais HL-SLN foi 47% maior que aquela observada nos animais P (Figura 14C)
e a ASC da glicemia no TTGO foi 61% maior em comparagéo ao grupo P (Figura 14D).

Os valores médios de glicemia de jejum (12 horas) de animais em dieta HL e
tratados com roflumilast e tadalafil ndo foram estatisticamente diferentes dos valores
de glicemia de jejum dos animais do grupo HL (Figura 14C), indicando que o
tratamento com os inibidores de PDE né&o foram capazes de melhorar a glicemia de
jejum nos animais alimentados com dieta HL.

ApoOs a sobrecarga de glicose, os animais em dieta HL e tratados com
roflumilast ndo apresentaram melhorias significativas no perfil glicémico, isto é, nao
houve diminuicéo nos valores de glicemia no intervalo de tempo entre 15 e 90 minutos,
em relacdo aos animais HL e HL-SLN. Apenas aos 120 minutos pos-sobrecarga de
glicose, os animais HL-RFMO0,5 e HL-RFM1,0 apresentaram uma diminuicdo
significativa na glicemia, em relacdo aos valores encontrados nos animais dos grupos
HL e HL-SLN (Figura 14A).

Em relacdo aos tratamentos de animais em dieta HL com tadalafil, os animais
gue receberam 1,0 mg/kg apresentaram valores de glicemia semelhantes aos grupos
HL e HL-SLN ao longo de praticamente toda a curva glicémica, e s6 apresentaram
menores valores médios de glicemia apés 120 minutos da sobrecarga de glicose
(Figura 14B). Os animais tratados com 2,0 mg/kg de tadalafil apresentaram o melhor
perfil glicémico. Aos 15 minutos, os animais HL-TDL2,0 ja apresentavam reducéo da
glicemia em relacdo aos animais do grupo HL, diferenca que se repetiu também aos
60 e 120 minutos de TTGO (Figura 14B).

Na Figura 14D, pela observacdo da area sob a curva, pode-se concluir que 0s
animais tratados com RFM 1,0 mg/kg e TDL 1,0 e 2,0 mg/kg apresentaram importante
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melhora na tolerancia a glicose em relagdo aos animais alimentados com dieta HL e

nao tratados com inibidores de PDE.
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Figura 14. Teste de tolerancia a glicose oral de animais alimentados com dieta HL e tratados durante
8 semanas com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg), sendo (A) referente
aos grupos HL-RFMO0,5 e HL-RFML1,0 e (B) referente aos grupos HL-TDL1,0 e HL-TDL2,0. (C) Glicemia
ap6s 12 horas de jejum. (D) Areas sob a curva (ASC) da glicemia no TTGO. Valores expressos como
média * erro padrdo da média. a: diferengcas com P; b: diferencas com HL; c: diferengas com HL-SLN
(p<0,05).

5.2.6. Teste de sensibilidade a insulina

. Apos o desafio com insulina, animais HL e HL-SLN apresentaram elevados
valores de ASC da glicemia no ITT, os quais foram 46% e 29% maiores,
respectivamente, em comparacéo ao valor de ASC da glicemia no ITT do grupo P
(Figura 15C).

Os animais em dieta HL e tratados com roflumilast e tadalafil apresentaram

diminuicdo nos valores de glicemia até os 60 minutos pés-desafio com insulina



58

(Figuras 15A e 15B), portanto, obtiveram menores valores de ASC da glicemia no ITT
em relacéo aos animais do grupo HL. Em comparac¢ao com o grupo HL, os valores de
ASC da glicemia no ITT dos animais tratados com roflumilast e tadalafil foram
significativamente menores, em 22% (HL-RFMO0,5), 29% (HL-RFM1,0), 22% (HL-
TDL1,0) e 27% (HL-TDLZ2,0) (Figura 15C), indicando que o tratamento com inibidores

de PDE melhora a sensibilidade a insulina em animais alimentados com dieta HL.
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Figura 15. Teste de tolerancia a insulina de animais alimentados com dieta HL e tratados durante 8
semanas com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg), sendo (A) referente
aos grupos HL-RFMO0,5 e HL-RFM1,0 e (B) referente aos grupos HL-TDL 1,0 e HL-TDL2,0. (C) Areas
sob a curva (ASC) da glicemia no ITT. Valores expressos como média * erro padrdo da média. a:

diferencas com P; b: diferencas com HL; c: diferengas com HL-SLN (p<0,05).

5.2.7. Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo e ao
potencial antioxidante no plasma

Na Figura 16A estdo apresentados os resultados relacionados aos niveis

plasmaticos de AGEs fluorescentes. Animais HL apresentaram um aumento de 69%
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nos niveis de AGEs em relacéo aos animais P. Ja os animais HL-SLN apresentaram
niveis reduzidos de AGEs (40%) em relacdo aos animais HL. Todos os animais em
dieta HL tratados com inibidores de PDE apresentaram diminuicdes nos niveis
plasmaticos de AGEs, em comparagdo aos animais HL n&o tratados; as diminui¢cbes
foram de 45% (HL-RFMO0,5), 39% (HL-RFM1,0), 37% (HL-TDL1,0) e 34% (HL-
TDL2,0). Porém, ndo pode descartada a possibilidade deste efeito ser atribuido ao
veiculo utilizado, considerando que a magnitude de resposta encontrada nos grupos
de animais tratados com roflumilast ou tadalafil foi muito semelhante aquela
observada no grupo de animais tratados somente com veiculo (HL-SLN).

Animais do grupo HL apresentaram um aumento de 81% nos niveis
plasmaticos de TBARS, em compara¢do aos valores encontrados em animais do
grupo P (Figura 16B). Animais do grupo HL-SLN apresentaram uma discreta
diminuicao nos niveis de TBARS no plasma (21%) em relacéo aos valores observados
no grupo HL (Figura 16B).

Os tratamentos de animais em dieta HL com os inibidores de PDE diminuiram
0s niveis plasméaticos de TBARS.

Animais em dieta HL e tratados com roflumilast apresentaram diminui¢cdes de
34% (RFMO0,5) e 36% (RFM1,0) nos niveis de TBARS no plasma, em relacdo aos
animais HL ndo tratados (Figura 16B).

Ja o tratamento de animais em dieta HL com tadalafil promoveu diminui¢des de
34% (TDL1,0) e 38% (TDL2,0) nos niveis de TBARS no plasma, em compara¢ao aos
valores encontrados em animais HL, e diminui¢cées de 16% (TDL1,0) e 21% (TDL2,0)
em relacdo ao grupo HL-SLN.

Na Figura 16C pode-se observar que os animais dos grupos HL e HL-SLN
apresentaram, no plasma, diminuicbes na atividade da enzima antioxidante
paraoxonase 1 (PON 1), de 13% e 14%, respectivamente, em relacdo aos valores
encontrados em animais P.

Animais alimentados com dieta HL e tratados com 0,5 mg/kg de roflumilast
apresentaram atividade de PON 1 semelhante aquela observada em animais dos
grupos HL e HL-SLN. Ja o tratamento com 1,0 mg/kg de roflumilast foi capaz de
promover aumentos na atividade de PON 1, de 34% e 35%, em relacdo aos valores
de atividade da enzima observados em animais dos grupos HL e HL-SLN,
respectivamente (Figura 16C).
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Animais alimentados com dieta HL e tratados com 1,0 mg/kg de tadalafil
apresentaram aumentos na atividade de PON 1 de 34% e 35%, em relacdo aos
animais HL e HL-SLN, respectivamente. O tratamento de animais em dieta HL com
2,0 mg/kg de tadalafil também foi capaz de aumentar a atividade de PON 1, em 38%
e 39%, respectivamente, em comparagcao aos valores observados nos grupos HL e
HL-SLN (Figura 16C).

Vale a pena destacar que os animais dos grupos HL-RFM1,0, HL-TDL1,0 e HL-
TDL2,0 apresentaram as maiores atividades de PON 1, sendo inclusive maiores que
a atividade da enzima em animais controles, isto €, aqueles alimentados com dieta P,
em 17%, 16% e 20%, respectivamente (Figura 16C).

Este resultado evidencia o potencial benéfico dos inibidores de PDE em
preservar ou até mesmo induzir a atividade de PON 1 em animais alimentados com
dieta HL, o que surge como uma interessante estratégia para mitigar o estresse

oxidativo observado em condi¢des de disfuncdes metabdlicas.
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Figura 16. Niveis de (A) AGEs fluorescentes, (B) TBARS e (C) atividade de PON 1 em plasma de
animais alimentados com dieta HL e tratados durante 8 semanas com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou
com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg). Valores expressos como média + erro padrdo da média. a: diferencas

com P; b: diferencas com HL; c: diferengas com HL-SLN (p<0,05).

5.2.8. Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo e potencial

antioxidante no figado

De acordo com resultados apresentados na Figura 17, pode-se observar que o
estresse glico-oxidativo foi estabelecido no figado dos animais alimentados com dieta
HL.

Os animais dos grupos HL e HL-SLN apresentaram niveis de AGEs
fluorescentes maiores (65%) em relacdo aos valores encontrados em figado de
animais do grupo P. Nao foram observadas diferencas nos niveis de AGEs
fluorescentes no figado de animais tratados com roflumilast ou tadalafil, em relagéo
aos valores encontrados em animais dos grupos HL e HL-SLN (Figura 17A).

Quanto aos niveis de TBARS no figado, animais dos grupos HL e HL-SLN
apresentaram aumentos de 25% e 23%, respectivamente, em relacao aos valores de

TBARS encontrados em figado de animais P (Figura 17B).
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Os tratamentos com os inibidores de PDEs foram capazes de diminuir os niveis
hepaticos de TBARS. Animais HL-RFMO0,5 apresentaram diminuicdo nos niveis
hepéticos de TBARS de 22% e 21%, respectivamente, em relagcdo aos valores
encontrados em animais HL e HL-SLN. J& os animais HL-RFM1,0 apresentaram
reducado de 32% nos niveis hepaticos de TBARS, em relac&o aos valores encontrados
em animais HL e HL-SLN (Figura 17B).

Animais HL-TDL1,0 apresentaram diminui¢des nos niveis de TBARS de 30% e
29%, respectivamente, em relacdo aos valores em animais HL e HL-SLN. J& os
animais HL-TDL2,0 apresentaram diminuicéo de 23% nos niveis hepaticos de TBARS,
em comparacdo aos valores observados em figado de animais HL e HL-SLN (Figura
17B).
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Figura 17. Niveis de (A) AGEs fluorescentes e (B) TBARS no figado de animais alimentados com dieta
HL e tratados durante 8 semanas com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg).
Valores expressos como média + erro padrdo da média. a, diferengcas com P; b, diferencas com HL; c,
diferencas com HL-SLN (p<0,05).

Na Figura 18 sdo apresentados os resultados relacionados aos valores das
atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px no figado.

Houve diminuicédo na atividade da CAT no figado de animais HL e HL-SLN, de
12% e 11%, respectivamente, em relacdo aos valores encontrados em figado de
animais P. O Unico tratamento capaz de promover um aumento na atividade da CAT
foi aquele conduzido com roflumilast, na dose de 1,0 mg/kg: animais HL-RFM1,0
apresentaram aumentos na atividade de CAT no figado, de 14% e 13%, em relacdo
aos valores encontrados em figado de animais HL e HL-SLN, respectivamente. Os
demais tratamentos (roflumilast 0,5 mg/kg; tadalafil nas duas doses) ndo foram




63

capazes de aumentar a atividade hepatica de CAT, em relacdo aos valores
encontrados em figado de animais HL ou HL-SLN (Figura 18A).

Em relacdo a atividade de GSH-Px no figado, os animais dos grupos HL e HL-
SLN apresentaram diminuicbes na atividade da enzima, de 18% e 20%,
respectivamente, em relacdo aos valores encontrados em figado de animais P. Os
animais alimentados com dieta HL e tratados com roflumilast ou tadalafil ndo
apresentaram valores de atividade hepatica de GSH-Px diferentes daqueles
encontrados em figado de animais HL ou HL-SLN (Figura 18B).

Os tratamentos com roflumilast ou tadalafil ndo alteraram a atividade de SOD
no figado, uma vez que ndo houve diferenca entre o0s animais dos grupos

experimentais analisados (Figura 18C).
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Figura 18. Atividade das enzimas antioxidantes (A) catalase, (B) glutationa peroxidase, e (C)
superéxido dismutase no figado de animais alimentados com dieta HL e tratados durante 8 semanas
com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg). Valores expressos como média
+ erro padrao da média. a: diferencas com P; b: diferengcas com HL; c: diferencas com HL-SLN.
(p<0,05).
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5.2.9. Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo e potencial

antioxidante nos rins

Tal como observado no figado, houve a instalagdo de um quadro de estresse
glico-oxidativo em rins de animais alimentados com dieta HL (Figura 19).

Animais dos grupos HL e HL-SLN apresentaram aumentos de 38% e 37% nos
niveis renais de AGEs fluorescentes, em relacéo aos valores encontrados em rins de
animais do grupo P (Figura 19A).

Os animais alimentados com dieta HL e tratados com roflumilast ou tadalafil
apresentaram niveis renais de AGEs semelhantes aos valores encontrados em rins
de animais do grupo P. Os niveis de AGEs fluorescentes em rins de animais do grupo
HL-RFM1,0 foram 26% menores em relagcéo aos valores encontrados nos animais dos
grupos HL e HL-SLN. Ja os niveis de AGEs fluorescentes em rins de animais HL-
TDL1,0 foram menores em relacdo aos valores encontrados nos animais HL (22%) e
HL-SLN (21%). Por fim, animais HL-TDL2,0 apresentaram diminui¢do de 20% e 19%
nos niveis renais de AGEs fluorescentes em relacdo aos valores observados em
animais HL e HL-SLN, respectivamente (Figura 19A).

Na Figura 18B, podemos observar os niveis de TBARS nos rins. Os animais
em dieta HL apresentaram um aumento de 18% nos niveis renais de TBARS, em
relagdo aos valores encontrados em animais P. Ja os niveis de TBARS em rins de
animais HL-SLN foram 21% maiores em relacdo aos niveis deste marcador em rins
de animais do grupo P (Figura 19B).

Os tratamentos com roflumilast (1,0 mg/kg) ou tadalafil (1,0 e 2,0 mg/kg) foram
capazes de prevenir o processo de lipoperoxidacéo nos rins de animais alimentados
com dieta HL, j& que os niveis de TBARS foram inferiores aqueles observados nos
rins de animais HL e HL-SLN, respectivamente e semelhantes aos valores
encontrados em animais P. Foram observadas diminuigcdes nos niveis de TBARS em
rins de animais tratados com inibidores de PDE, de 24% e 26% (HL-RFM1,0), 22% e
24% (HL-TDL1,0) e 33% e 34% (HL-TDL2,0), respectivamente, em relacdo aos
valores encontrados em animais HL e HL-SLN (Figura 19B).

Um resultado notavel foi o tratamento com tadalafil na dose de 2,0 mg/kg, o
qual promoveu diminuicdo nos niveis renais de TBARS de 21%, em relacdo aos

valores encontrados em rins de animais alimentados com dieta padréo (Figura 19B).
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Figura 19. Niveis de (A) AGEs fluorescentes e (B) TBARS nos rins de animais alimentados com dieta
HL e tratados durante 8 semanas com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg).
Valores expressos como média + erro padrdo da média. a, diferencas com P; b, diferencas com HL; c,
diferencas com HL-SLN (p<0,05).

As atividades das enzimas antioxidantes nos rins estdo apresentadas na Figura
20. Quanto a atividade de CAT nos rins, os animais dos grupos HL e HL-SLN
apresentaram valores semelhantes aos encontrados em rins de animais do grupo P.
Os tratamentos com inibidores de PDE, especialmente roflumilast (0,5 e 1,0 mg/kg) e
tadalafil (1,0 mg/kg) ndo promoveram alteracdes na atividade da CAT nos rins, em
relacdo aos valores encontrados nos grupos HL e HL-SLN. Pode-se observar que
apenas o tratamento com 2,0 mg/kg de tadalafil promoveu um aumento na atividade
renal de CAT, o que foi 22% e 24% maior, respectivamente, em relacdo aos valores
observados em animais HL e HL-SLN (Figura 20A).

Foram observadas diminuicdes significativas na atividade de GSH-Px nos rins
dos animais HL (26%) e HL-SLN (24%), em relacdo aos valores encontrados em rins
de animais do grupo P. Os tratamentos de animais em dieta HL com roflumilast ou
tadalafil ndo foram capazes de prevenir a queda na atividade de GSH-Px nos rins
(Figura 20B)

A atividade renal de SOD nos rins dos animais tratados com roflumilast ou
tadalafil ndo apresentou diferenca quando comparada com animais dos grupos HL ou
HL-SLN (Figura 20C).
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Figura 20. Atividade das enzimas antioxidantes (A) catalase, (B) glutationa peroxidase, e (C)
superodxido dismutase nos rins de animais alimentados com dieta HL e tratados durante 8 semanas
com roflumilast (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou com tadalafil (1,0 ou 2,0 mg/kg). Valores expressos como média

+ erro padréo da média. a: diferengas com P; b: diferencas com HL; c: diferencas com HL-SLN (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

O sistema lipidico nanoestruturado foi muito bem formulado, apresentando um
tamanho excelente, por volta de 20 nm, mesmo com os farmacos encapsulados. A
escala nano permite que a particula seja captada por uma variedade de células,
melhorando a extensao da absorcéo do farmaco.

Quanto menor o valor do indice de polidisperséo, mais homogéneo é o sistema.
Como demonstrado na Tabela 3, os valores de IPD determinados foram baixos. O
potencial zeta também é um indicativo de estabilidade da solucdo, quanto maior o
potencial zeta, mais as particulas se repelem por causa da carga em suas superficies.
Apesar de valores baixos ndo serem desejaveis, e do veiculo sozinho e veiculo +
farmacos possuirem baixos valores de potencial zeta, os SLN foram estaveis e ndo
sofreram agregacao.

Antes da realizacdo do experimento definitivo, foi conduzido um experimento
piloto para a escolha do melhor sistema para a veiculagcao dos farmacos roflumilast e
tadalafil. Esse experimento piloto foi conduzido no sentido de verificar se os veiculos
per se teriam algum impacto no ganho de peso corporal dos animais mantidos em
dieta HL. Assim, apds sete semanas de administracdo do sistema lipidico
nanoestruturado (SLN) que continha colesterol como fase lipidica, os animais
deixaram de ganhar peso, tanto os animais alimentados com dieta padréo, quanto os
animais alimentados com dieta hiperlipidica. J& os animais que receberam o SLN que
continha Oleo de girassol como fase oleosa continuaram ganhando peso corporal
normalmente, sejam animais em dieta HL ou em dieta P, tal como os animais nas
mesmas dietas e que receberam agua por via oral. Deste modo, o veiculo de escolha
para a administracdo dos farmacos roflumilast e tadalafil foi o SLN que continha 6leo
de girassol (SLN-G) na fase oleosa.

Em relagdo ao experimento definitivo, pela analise da Figura 13, é possivel
observar que os animais em dieta HL e que receberam o veiculo SLN ganharam
menos massa de tecidos adiposos brancos epididimal e retroperitoneal, em relacao
aos animais HL, apds 16 semanas de experimento. Apesar de 0s animais tratados
com roflumilast e tadalafil terem apresentado massas de tecidos adiposos brancos
semelhantes aos animais do grupo veiculo, € importante destacar que o SLN, quando
administrado aos animais sem carrear os farmacos, ndo promoveu melhorias em

diversos parametros. Assim, podemos atribuir como efeitos benéficos e exclusivos ao
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roflumilast ou ao tadalafil: (i) melhorias na tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina (Figuras 14 e 15), (ii) aumento na atividade da enzima antioxidante PON 1
(Figura 16C), (iii) diminuic&o nos niveis de TBARS no figado (Figura 17B) e nos niveis
de AGEs fluorescentes e TBARS nos rins (Figura 19). No entanto, com os resultados
obtidos, fica evidente a necessidade de uma investigacao mais detalhada em relacéo
aos possiveis efeitos do SLN, especialmente sobre a absorcao de lipideos em animais
alimentados com dieta HL.

Os resultados do experimento definitivo indicam o potencial dos inibidores de
fosfodiesterases em atenuar o ganho de peso corporal e melhorar a sensibilidade a
insulina em animais submetidos ao sistema-modelo in vivo de obesidade, e reforcam
os recentes achados da literatura relacionados aos estudos pré-clinicos e clinicos
indicando as acbes benéficas desta classe de farmacos no tratamento de
complicacBes da sindrome metabdlica (Hill et al., 2009; Matyas et al., 2017; Maneschi
et al., 2016; Inacio et al., 2020).

De acordo com 0s nossos resultados, o inibidor de PDE 4 roflumilast, tanto na
dose de 0,5 mg/kg quanto na dose de 1,0 mg/kg, diminuiu significativamente o ganho
de peso corporal dos animais alimentados com dieta hiperlipidica. Ao final das 16
semanas de experimento e 8 semanas de tratamento, os valores médios de peso
corporal dos animais em dieta HL e tratados com roflumilast eram semelhantes a
média de peso corporal dos animais alimentados com dieta P (Figura 12A).

Corroborando esses achados, as massas dos tecidos adiposos brancos
epididimal e retroperitoneal, bem como a massa do tecido adiposo marrom
interescapular dos animais em dieta HL e tratados com roflumilast foram menores em
relacdo as massas desses tecidos de animais HL néo tratados (Figura 13). Estudo de
Mollmann et al. (2017) demonstrou que camundongos tratados com roflumilast
apresentaram perda de peso corporal devido a um aumento no gasto energético. A
hipotese € que a diminuicdo do ganho de peso corporal ocorre como consequéncia
de um estimulo a biogénese mitocondrial, culminando no aumento da capacidade
respiratoria do tecido adiposo, ja que os autores demonstraram que ha um aumento
na expressdo de PGC-1a no figado apds a inibicdo de PDE 4 e, portanto, este
aumento poderia ocorrer também no tecido adiposo. Outro mecanismo pelo qual o
roflumilast pode promover uma diminuicdo de peso corporal é através de sua acao no
tecido adiposo marrom. Kraynik et al. (2013) utilizaram adipdcitos marrons primarios

e observaram que PDE 4 € um dos principais componentes reguladores do processo
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de lipdlise neste tecido. A inibicdo de PDE 4 aumenta a concentracdo de AMPc e
estimula PKA (proteina quinase dependente de AMPc ou proteina quinase A), que por
sua vez estimula a mobilizacao dos estoques de triacilglicerdis e aumenta a expressao
de UCP 1 (proteina desaclopadora 1, uncoupled protein 1), aumentando a geragéo de
calor.

Adicionalmente, quando PDE 4 é inibida nos adipécitos, ha um aumento da
concentracdo de AMPc e maior estimulacdo de enzima AMPK (proteina quinase
ativada por monofosfato de adenosina, AMP-activated protein kinase), o qual
sabidamente é um efetor que estimula a lipdlise. Este € outro mecanismo pelo qual o
roflumilast pode promover a perda de peso corporal, ja que PDE 4 € uma das
isoformas de PDE presente nos adopdcitos (Zilanowska e Zidlkowska, 2020).

O tratamento com o inibidor de PDE 5 tadalafil também atenuou o aumento do
peso corporal de animais em dieta HL, porém de maneira mais discreta em relacao
ao efeito do roflumilast (Figura 12B). Segundo estudo de Zhang et al. (2010), onde
foram utilizadas culturas de células de pré-adipdcitos 3T3-L1, o inibidor de PDE 5
sildenafil estimula a adipogénese via ativacdo de PKG (proteina quinase dependente
de GMPc), consequentemente aumentando a expressdo de PPARYy, acido graxo
sintase e adiponectina, estimulando, portanto, a sintese de acidos graxos e o aumento
na deposicao de triacilglicerdis. Esse pode ser um dos motivos pelos quais 0s animais
em dieta HL e tratados com tadalafil ndo perderam tanto peso corporal quanto os
grupos tratados com roflumilast. A inibicdo de PDE 5 também estimula a termogénese,
via aumento na expresséo de UCP 1 e PGC1-q, portanto também ha um estimulo ao
gasto de energia, 0 que justificaria 0 menor ganho de peso corporal observado em
animais HL tratados com tadalafil (Mitschke et al., 2013; Colombo et al., 2013).

Os tratamentos de animais em dieta HL com os inibidores de fosfodiesterases
produziram melhorias na tolerancia a glicose, em relacdo aos animais em dieta HL e
nao tratados. Pode-se notar este efeito especialmente quando analisamos a area sob
a curva da glicemia no TTGO de animais tratados com roflumilast na dose de 1,0
mg/kg e tratados com tadalafil em ambas as doses, de 1,0 e 2,0 mg/kg (Figura 14D).
Analisando os resultados do teste de tolerancia a insulina, podemos observar que
tanto roflumilast quanto tadalafil produziram melhorias significativas na sensibilidade
a insulina em animais alimentados com dieta hiperlipidica (Figura 15).

Mollmann et al. (2017) relataram uma melhoria importante no controle do

metabolismo de glicose em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
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hiperlipidica por 12 semanas e tratados com roflumilast (21 mg/kg de dieta, durante
12 semanas). Como citado na introducdo, o estudo de Wouters et al. (2012)
demonstrou os efeitos benéficos de roflumilast sobre a homeostase de glicose.
Observou-se neste estudo que pacientes com diabetes mellitus tipo 2 recém
diagnosticado (com ou sem DPOC) apresentavam diminuicdo nos niveis de
hemoglobina glicada e nos niveis plasmaticos de glicose no jejum apos o tratamento
com roflumilast por 12 semanas. Segundo os autores, esse efeito estaria ligado ao
aumento de GLP-1 (peptideo-1 semelhante ao glucagon, glucagon-like peptide 1), um
horménio insulinotropico, cujos niveis seriam aumentados pelo aumento na
concentracdo de AMPc promovido pelo roflumilast (Wouters et al., 2012).

PDE 4 também pode promover uma melhora no metabolismo de glicose. A AMPK
regula as vias intracelulares que fornecem energia, conforme as necessidades da
célula. Se hd um desbalanco oxidativo, por exemplo, a AMPK ativa as vias que
promovem um aumento na transferéncia de energia para o ATP, incluindo o estimulo
a captacdo de glicose e a oxidacdo de acidos graxos (Lugnier et al., 2020).

Em relacéo a inibicdo de PDE 5 e o controle do metabolismo de glicose, Ho et
al. (2014) demonstraram, em estudo com pacientes obesos, que o tratamento com
tadalafil, na dose de 20 mg por 3 meses, resultou em melhorias na sensibilidade
insulinica e na funcéo das células beta pancreéticas. Os efeitos benéficos promovidos
pelo tadalafil poderiam ser atribuidos também a melhoria na funcdo endotelial. No
estado de resisténcia a insulina, ocorre diminuicdo na producdo de 6xido nitrico no
endotélio vascular. A administracdo de um inibidor de PDE 5 pode ter revertido este
processo, mitigando assim o0s prejuizos a funcdo endotelial, que incluem
vasoconstricao e resisténcia vascular periférica (Mandosi et al., 2015)

Quanto a analise dos biomarcadores plasmaticos relacionados aos danos glico-
oxidativos, os animais mantidos em dieta HL e tratados com roflumilast ou com
tadalafil, em ambas as doses, apresentaram niveis de TBARS inferiores aos niveis
desses marcadores em animais pertencentes ao grupo HL (Figura 16B). Podemos
inferir que os tratamentos com os inibidores de fosfodiesterases foram capazes de
diminuir a peroxidacao lipidica no plasma, bem como a formacgéo de espécies reativas
de oxigénio. Sendo assim, as ERO ndo estavam em excesso para atacarem 0S

lipideos e formarem MDA, HNE e a-oxoaldeidos, por exemplo.



71

Os niveis de AGEs fluorescentes no plasma dos animais mantidos em dieta HL
e tratados com roflumilast e tadalafil também foram inferiores em relacdo aos niveis
de AGEs encontrados em animais HL. Entretanto, os niveis deste marcador nos
animais do grupo veiculo foram semelhantes aos dos animais tratados com inibidores
de fosfodiesterases. Assim, ndo € possivel atribuir esse efeito benéfico de combate
ao estresse glicativo somente aos farmacos roflumilast e tadalafil (Figura 16A).

Os animais em dieta HL e tratados com roflumilast ou tadalafil apresentaram
um importante aumento na atividade da enzima antioxidante paraoxonase 1 (PON 1),
em relacdo aos demais grupos de animais ndo tratados. Os tratamentos com
roflumilast na dose de 1,0 mg/kg ou com tadalafil nas doses de 1,0 e 2,0 mg/kg
elevaram a atividade de PON 1 at¢é mesmo em relagcdo ao grupo de animais
alimentados com dieta padrdo (Figura 16C). Esses resultados também sao
corroborados por Inacio et al. (2020), que encontraram uma diminui¢cdo na atividade
de PON 1 em animais alimentados com dieta hiperlipidica, e o tratamento com um
inibidor n&o seletivo de fosfodiesterases, a pentoxifilina, foi capaz de elevar a atividade
da enzima. Segundo o estudo, esse aumento na atividade de PON 1 pode ter ocorrido
devido a diminuicdo nos niveis plasmaticos de AGEs e de espécies reativas de
oxigénio, ja que a enzima é vulneravel a processos de glicacado e oxidacao (Chistiakov
et al., 2017; Kotur-Stevuljevi¢ et al., 2020).

Em relacdo aos biomarcadores relacionados aos danos glico-oxidativos no
figado, ndo foram observadas diferencas em relagdo aos niveis de AGEs
fluorescentes nos animais pertencentes aos grupos alimentados com dieta
hiperlipidica (Figura 17A). Entretanto, os niveis de TBARS foram inferiores nos
animais alimentados com dieta HL e tratados com roflumilast ou com tadalafil, em
ambas as doses, em comparacado aos animais alimentados com dieta HL e né&o
tratados. Este resultado demonstra que os inibidores de fosfodiesterases possuem
potencial protetor quanto aos danos causados pela peroxidacgéo lipidica também em
tecido hepético (Figura 17B).

Nos rins, os animais alimentados com dieta HL e tratados com roflumilast ou
com tadalafil também apresentaram menores niveis de AGEs fluorescentes em
relacdo aos animais dos grupos alimentados com dieta hiperlipidica e ndo tratados
(Figura 19A). Este resultado poderia explicar os menores niveis de TBARS nos rins
dos animais tratados (com excec¢éo da dose de RFMO0,5 mg/kg) em relag&o aos niveis

renais de TBARS de animais HL (Figura 19B), visto que as vias metabdlicas e
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sinalizatérias dos AGEs e de formacao de ERO se retroalimentam: quando os AGEs
se ligam aos receptores RAGE, ativam NF-kB, desencadeando a producédo de ERO,
0s quais promovem diversos danos, incluindo a peroxidacao lipidica (Ott et al., 2014).

Corroborando estes achados, um estudo recente de nosso laboratorio realizado
por Inacio et al. (2020), utilizando sistema-modelo in vivo de obesidade e resisténcia
a insulina com camundongos alimentados com dieta HL, o tratamento com 50 mg/kg
de pentoxifilina (inibidor ndo seletivo de fosfodiesterases) também demonstrou o
potencial de um inibidor de PDE em diminuir a formag&o de AGEs. O tratamento com
pentoxifilina promoveu citoprotecdo renal, pois preveniu o aumento nos niveis de
citocinas pro-inflamatérias e nos marcadores de leséo glico-oxidativa AGEs e TBARS.
Paralelamente, ap6s o tratamento com pentoxifilina, houve melhoria na toleréncia a
glicose e na sensibilidade a insulina; portanto os autores atribuem essa prevencao no
aumento dos niveis de AGEs a melhoria no controle glicémico dos animais
alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com pentoxifilina (Inacio et al., 2020).

Conforme demonstrado por Harcourt et al. (2011), em estudo utilizando
camundongos C57BL/6, a diminuicdo dos niveis de AGE nos rins previne que danos
iniciais evoluam para estagios mais graves de doencas renais, 0s quais podem ser
causados pelo estado de obesidade nao controlado.

Em trabalho publicado por EI-Mahdy et al. (2016), os autores utilizaram como
tratamento a associacdo 10 mg/kg de telmisartana (antagonista do receptor AT1 de
angiotensina e agonista seletivo de PPARYy) e 3 mg/kg de sildenafil, para ratos com
diabetes mellitus tipo 1, durante 8 semanas. A combinacado telmisartana + sildenafil
promoveu melhorias significativas em diversos parametros relacionados a nefropatia
diabética e diminuiu os niveis renais de AGEs. Esta diminui¢cdo nos niveis de AGEs,
no entanto, n&o foi elucidada pelos autores.

Além da prevencédo na formacao de AGEs nos rins, outros estudos propdem
diferentes mecanismos pelos quais os inibidores de PDE promovem melhorias no
tecido renal.

Tomita et al. (2020) submeteram os animais a uma dieta rica em sodio (sistema-
modelo in vivo de hipertenséo) e observaram que o tratamento com tadalafil nas doses
de 1 e 10 mg/kg, por 8 semanas, diminuiu a proteindria por proteger as estruturas
glomerulares, j& que o tratamento com tadalafii também preveniu a
glomeruloesclerose nos rins desses animais. Os mecanismos pelos quais o tadalafil

protege contra a fibrose nos rins ainda nado foram completamente elucidados, mas
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estudos ja relataram que a enzima PDE 5 é expressa durante o processo de formacéo
de poddcitos renais. Os poddcitos, a membrana basal e o endotélio glomerular formam
a barreira de filtracdo glomerular.

Nio et al. (2020) realizaram testes in vitro com um novo inibidor de
fosfodiesterase 4, o composto A (N-[Amino(dimethylamino)methylidene)]-4-
(3aS,9bR)-8-ethoxy-7-methoxy-1,3,3a,9b-tetrahydrofuro[3,4-clisoquinolin-5-
yllbenzamide), utilizando culturas de células mesangiais humanas, poddcitos
humanos e células epiteliais de rins de ratos. Como resultado, houve um aumento
significativo nos niveis de AMPc nestes tipos celulares, o que contribuiu para a
diminuicdo na expressédo de genes proé-fibréticos. Esses resultados confirmaram o que
0sS autores observaram nos experimentos in vivo, com uma linhagem de camundongos
desenvolvida pelo préprio grupo, e que possui as seguintes caracteristicas:
hipertenséo, hiperglicemia, hipertrofia cardiaca e faléncia renal. O tratamento destes
animais com o composto A diminuiu significativamente a expressao de genes pro-
fibréticos. Entretanto, a diminuicdo na expressdo de um gene nao necessariamente
implica na diminuicdo na sintese da proteina, portanto os autores alertam que mais
estudos precisam ser realizados acerca das acdes do composto A (Nio et al.,2020).
Segundo Schinner et al. (2015) e Nio et al. (2020), o aumento dos niveis de AMPc
leva a ativacdo de CREB (proteina de ligacéo responsiva ao AMPc, cCAMP response
element-binding protein), o qual inibe a transcricdo de genes pro-fibroticos mediada
por TGF-B (fator de crescimento transformador-8, transforming growth fator-B). As
ERO também contribuem de maneira significativa para a progressao da doenca renal,
ja que, em excesso, promovem deslocamento dos poddécitos renais e até apoptose
(Nio et al., 2020)

Nao foram analisados em nosso trabalho os niveis renais de AMPc, entretanto,
pelos resultados obtidos, é possivel observar que a administracdo de roflumilast a
animais alimentados com dieta hiperlipidica foi capaz de diminuir os niveis de
biomarcadores associados aos danos glico-oxidativos nos rins (Figura 19) o que
poderia prevenir o surgimento de um processo pro-fibrotico neste tecido.

Roflumilast, atuando via inibicdo de PDE 4, tem uma importante acdo anti-
inflamatoria (Hatzelmann & Schudt, 2001; Park et al., 2016). Barreiro et al. (2018)
investigaram os efeitos do tratamento de roflumilast-n-0xido, metabolito ativo do
roflumilast, em culturas de células musculares de individuos saudaveis e de pacientes

com DPOC, obtidas através de biopsia da porgcdo vasto-lateral do musculo
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quadriceps; tanto nas células de individuos saudaveis quanto nas células de pacientes
com DPOC, houve aumento na ativacdo de NRF 2 (fator nuclear eritréide 2, nuclear
factor erythroid 2) um fator de transcricdo que estimula a expressdo de enzimas
antioxidantes que agem eliminando as ERO.

Ao considerarmos o estudo de Duranti et al. (2016), onde foram avaliados os
efeitos de 1 uM de tadalafil sobre miotubos C2C12, essa diminuicdo nos niveis de
EROs também pode estar ligada a um estimulo na via de NRF 2, devido ao aumento
de GMPc, o que também poderia explicar nossos achados relacionados a diminui¢ao
de TBARS em animais tratados com tadalafil. Em estudo com camundongos db/db,
Koka et al. (2014) apresentaram a hipétese de que a diminuicdo na geracdo de ERO
no tecido cardiaco apos o tratamento com tadalafil (1 mg/kg, via intraperitoneal por 8
semanas) poderia estar associada ao aumento na expressao e ativacédo de SIRT 1
(sirtuina 1).

Corroborando os estudos de Barreiro et al. (2018), Duranti et al. (2016) e Koka
et al. (2014), nossos resultados mostraram que, em figado, houve um aumento na
atividade da enzima antioxidante catalase nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica e tratados com roflumilast na dose de 1 mg/kg, em relacdo aos animais
alimentados com dieta hiperlipidica e nao tratados (Figura 18A). Além disso, em
relacdo as atividades das enzimas antioxidantes nos rins, o tratamento de animais
alimentados com dieta hiperlipidica com tadalafil na dose de 2 mg/kg promoveu um
aumento importante na atividade da catalase, em relagdo aos animais alimentados
com dieta hiperlipidica e nado tratados e em relacdo, inclusive, aos animais

alimentados com dieta padrdo (Figura 20A).
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7. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que os inibidores de
fosfodiesterases roflumilast e tadalafil possuem potencial para serem utilizados no
tratamento da obesidade e suas complicacdes. Entretanto, apesar de diversos
estudos clinicos ja terem sido realizados com inibidores de fosfodiesterases, diversos
mecanismos relacionados aos beneficios desses farmacos ainda ndo foram
totalmente elucidados.

Roflumilast (inibidor de PDE 4) e tadalafil (inibidor de PDE 5) preveniram de
maneira significativa o0 ganho de peso corporal, com destagque para os efeitos
antiobesogénicos do roflumilast. Ambos os tratamentos, nas duas doses utilizadas,
promoveram melhorias significativas na toleréncia a glicose e na sensibilidade a
insulina demonstrando o efeito benéfico que esses inibidores de fosfodiesterases
possuem sobre o metabolismo de glicose.

Os tratamentos com roflumilast e com tadalafil também foram eficazes na
prevencao dos danos glico-oxidativos em animais obesos. Em animais alimentados
com dieta HL e tratados com esses inibidores de fosfodiesterases, houve diminuicédo
nos niveis de AGEs fluorescentes no plasma e nos rins, bem como diminuicdo nos
niveis de TBARS em plasma, figado e rins. Todos esses fatores podem ter contribuido
sobremaneira para a protecéo da atividade da enzima antioxidante PON 1, o que pode
ser extremamente importante na atenuacdo das complicacdes cardiovasculares
associadas as disfun¢des metabdlicas.

Esse estudo avanca no estado-da-arte dos inibidores de fosfodiesterases,
reunindo evidéncias pré-clinicas acerca de seus beneficios nas alteracdes observadas
na obesidade; tais evidéncias contribuem para novos estudos que tenham como
objetivo contribuir para o reposicionamento de inibidores de PDE 4 e 5 para o

tratamento da obesidade, diabetes mellitus e complicacdes associadas.
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