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Resumo

Um novo mecanismo de controlo da sensibilidade a insulina é
descrito cuja hipdtese revela que no estado pds-prandial, apds acti-
vacdo de um reflexo parassimpatico hepatico, a acetilcolina liberta-
da vai actuar nos receptores muscarinicos do tipo M| no figado,
levando a producdao de mondxido de azoto (éxido nitrico, NO),
que em conjunto com o glutationo hepatico promove a subse-
quente libertagdo da substancia hepatica sensibilizadora da insulina
(HISS, "hepatic insulin sensitizing substance"). A secrecao/accdo da
HISS é maxima apés a refeicio e minima no estado de jejum quan-
do a sua accdo nao é solicitada nem desejavel. A reversao farma-
colégica da resisténcia a insulina dependente da HISS (HDIR) é pas-
sivel com farmacos que interfiram na via de sintese/secrecao da
HISS tais como parassimpaticomiméticos, com maior eficacia os
selectivos para os receptores muscarinicos do tipo M1, inibidores
da acetilcolinesterase enzima responsavel pela degradacao da
acetilcolina, dadores de 6xido nitrico, percursores da sintese de
glutationo como a N-acetilcisteina ou dadores de glutationo. No
caso de alteracdes fisiopatoldgicas que inviabilizem a sintese-
/secrecao da HISS o uso de RSNOs que irao mimetizar a accao da
HISS no musculo esquelético parece ser a abordagem farmacolé-
gica mais vantajosa. Assim, uma alteragao no paradigma da resistén-
cia a insulina é abordada com foco em novas abordagens terapéu-
ticas e de novos métodos de diagnéstico de resisténcia a insulina.

Abstract

A new mechanism of control of insulin sensibility is described. This hypoth-
esis reveals that in the post pyramidal state, after the activation of the
hepatic parasympathetic reflex, the liberated acetylcholine acts upon the
muscarinic receptors of M1 type in the liver; which results in the production
of nitric oxide (NO), that conjunctly with hepatic glutathione promotes de
subsequent liberation of the “hepatic insulin sensitizing substance” (HISS).
The secretion/action of HISS is maximum after meals and minimum in the
fasting state when its action is neither solicitude nor desirable. A pharma-
cological reversion of the insulin resistance dependent from the HISS can be
done with drugs that interfere with the pathways of HISS synthesis/secre-
tion as the parasyimpathomimetics (the more efficacious will be those
selective for the muscarinic receptor-type MI), the inhibitors of the acetil-
colinesterase (enzyme responsible for the degradation of nitric oxide), and
the precursors of the glutathione synthesis

In the case of physiopatological alterations that make non viable de synthe-
sis/secretion of HISS the use of RSNOs (that will monetize the action of
HISS in the squeletic muscle seems to be the more advantageous pharma-
cological approach. Therefore, in this paper discusses an alteration of the
paradigm of insulin resistance and focuses new therapeutically approaches
and new methods of diagnosing insulin-resistance.

INTRODUCAO

Este artigo apresenta uma revisao dos conceitos que deram
origem a hipétese da substancia hepitica sensibilizadora da
insulina (HISS, "hepatic insulin sensitizing substance"). Esta
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hipétese cujos primeiros estudos tiveram inicio na década de
90, foi proposta inicialmente por W. W. Lautt em Freiburg,
Alemanha, 1997, segundo a qual o figado funciona como um
orgao crucial na regulacao da sensibilidade periférica a insuli-
na. Assim, no estado pés-prandial a secregao pulsatil de
insulina resulta na secrec¢do da HISS pelo figado. A HISS actua
no musculo esquelético, mas nao no figado ou intestino,
potenciando a acg¢ao da insulina na captacao e armazena-
mento de glucose. O comprometimento-da accao da HISS
resulta numa condicao de resisténcia a insulina, a qual é
responsavel parcial ou totalmente pelo observado em
patologias como a diabetes mellitus tipo-2, obesidade,
doenca crénica hepatica, hipertensao crénica e efeitos
alcodlicos no feto (1-5).

O REFLEXO PARASSIMPATICO HEPATICO E A HIPO-
TESE DA HISS

No estado pés-prandial, apés activagao de um reflexo paras-



simpatico hepatico, a acetilcolina libertada vai actuar nos
receptores muscarinicos do tipo M| no figado, o que leva a
producdo de mondxido de azoto (éxido nitrico, NO), com
subsequente libertacdo da HISS. A secrecao/acgao da HISS é
maxima apés a refeicao e minima no estado de jejum quan-
do a sua acgao nao ¢ solicitada nem desejavel.

A descoberta de que a ablacao do plexus hepatico anterior
resulta em resisténcia a insulina, cuja magnitude nao se
encontra aumentada pela posterior ablagao do plexus poste-
rior ou por vagotomia bilateral (6) originou a hipétese de
que o sinal parassimpatico é essencial para a libertacao da
HISS. A resisténcia a insulina dependente da HISS ("HISS
dependent insulin resistance - HDIR") é nao s6 observavel
aquando da ablagao dos nervos parassimpaticos hepaticos
mas também apds administracao de atropina na veia porta
(antagonista de receptores muscarinicos) resultando ambos
os procedimentos em HDIR de igual magnitude, nao sendo
nenhum deles potenciado pelo procedimento subsequente
(6). A atropina origina HDIR de uma forma dependente da
dose de atropina cujo efeito maximo é obtido com a dose de
3 mg/kg nos gatos e de | mg/kg nos ratos (5). Posterior-
mente, foi observado que o bloqueio selectivo dos rece-
ptores muscarinicos do tipo M| no figado com pirenzepina
em contraponto com bloqueio de outro tipo de subrece-
ptores do tipo M bloqueava a libertacao da HISS (7). Em
experiéncias chave observou-se que a reversao da HDIR
pode ser obtida com a administracao intraportal de acetil-
colina quando a HDIR é provocada pela ablacao dos nervos
parassimpaticos hepaticos (8, 9).

ENVOLVIMENTO DO OXIDO NiTRICO

A hipétese da HISS sustenta que a activagao parassimpatica
origina subsequente sintese de éxido nitrico no figado em
conjunto com o glutationo hepatico, que se encontra dimi-
nuido em jejum e é maximo apds a refeicao, sendo estes fac-
tores essenciais na sintese/secrecao da HISS (10). Por grande
parte dos efeitos bioldgicos da acetilcolina serem tradi-
cionalmente mediados pelo 6xido nitrico, Sadri e colabo-
radores testaram a hipdtese de que a libertacao da HISS pelo
figado é precedida pela a activacao dos nervos parassimpati-
cos hepaticos accionando a sintese do éxido nitrico. A
administracdo intraportal (i.p.v.) de antagonistas selectivos
da sintase do dxido nitrico (NOS), como o ester de metil
NG-nitro-L-arginina (L-NAME) e o N-monometil-L-arginina
(L-NMMA) nas doses de 2.5 mg/kg e 0.73mg/kg, respectiva-
mente, produzem HDIR. A possibilidade de que a insulino-
resisténcia observada poderia ser provocada por um efeito
do antagonista no musculo-esquelético foi eliminada fazendo
a comparacao entre a administracao de L-NAME na dose de
Img/kg, por via intravenosa (i.v.) versus via intraportal (i.p.v.),
i.e., atingindo prioritariamente o figado (I1). Esta abor-
dagem permite entender a origem do érgao envolvido, i.e.,
uma maior magnitude do efeito apés administracao intra-
portal, permite concluir que tal efeito é hepatico. Com
efeito, Sadri e colaboradores (1999) observaram nestas
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experiéncias que a dose de | mg/kg i.v. ndo afectava signi-
ficativamente a sensibilidade a insulina, enquanto que a
mesma dose administrada na veia porta (directamente no
figado) originava uma resisténcia a insulina bastante marca-
da.

A hipétese subsequente formulada foi de que a libertacao de
oxido nitrico é efectivamente consequente da activacao dos
receptores muscarinicos hepaticos e nao um fenémeno
paralelo ou inverso desta activagao tal como acontece no
sistema nervoso central ou no sistema entérico (12, 13).
Apbs inibicdo da sintese da HISS com atropina ou L-NAME,
observou-se que o dador de éxido nitrico 3-morfolinoside-
nonimine (SIN-1, 10 mg/kg, i.p.v.) restaurou a accido da
HISS, no entanto a administracdo de acetilcolina (2.5-5ug/kg
i.p.V.) n3o restaurou a accao da HISS apés se ter provocado
HDIR com L-NAME. Assim sugere-se que a NOS é um dos
mecanismos efectores dos receptores muscarinicos hepati-
cos na sintese/secrecao da HISS.

A HISS E O ESTADO PRANDIAL

A relevancia do estado metabdlico pés-prandial versus jejum
esta a tornar-se cada vez mais premente o que tem sido sus-
tentado em diferentes estudos. A relacdo entre a HbA1c e
glicemias em diabéticos-tipo 2 foi determinada em 4 dife-
rentes tempos ao longo do dia cuja correlacao com o esta-
do diabético /era prenunciada significativamente nas
glicemias pés-almogo e durante as préximas 5 horas (14). A
forte correlagao entre género sexual e idade com mortali-
dade cardiovascular est4 associada a’aumentos da glicemia 2
horas apds a refeicao (15). Esta mesma correlagao esta tam-
bém presente com um aumento do risco de mortalidade em
geral (16,17).

Apesar do enceto da descoberta da HISS ter ocorrido no ini-
cio da década de 90, s6 em 2001 foram publicados os estu-
dos que demonstraram que a libertagao/secregao da HISS
era regulada pelo estado prandial estando praticamente
ausente apo6s 24 horas de jejum (18). A regulagao da ampli-
tude deste sinal foi elucidada através de variadas experién-
cias que resultam no bloqueio da libertacao da HISS.

A variabilidade de acgao da HISS observada nos primeiros
estudos em que os animais (ratos e gatos) nao eram sub-
metidos a um jejum controlado originou a hipétese de que
animais que tenham comido recentemente apresentam um
ténus parassimpatico hepatico elevado e maior sensibilidade
total a insulina por a accdo da HISS estar maximizada. Ao
invés, animais no estado de jejum apresentam baixo ténus
parassimpatico e diminuta resposta a insulina por inexistén-
cia da sintese/acgdo da HISS.

Foram efectuadas entdo experiéncias em que os animais
eram submetidos a um jejum nocturno e lhes era permitido
o acesso a comida durante 2 horas. A avaliagao da sensibili-
dade a insulina dependente e independente da HISS foi avali-
ada com a progressao do jejum. A acgao da HISS diminuia
progressivamente até que se tornou insignificante com um
jejum de 24 horas em ratos. Relembra-se que no estado
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pés-prandial a accao da HISS corresponde a 50-60% do
efeito do metabolismo da glucose por accido da insulina.
Noutras espécies, como em gatos (9) e caes (19) jejuados
durante |8 horas apresentaram ainda cerca de 25-35% da
accao da HISS. O rato responde de forma diferente, pois
ap6s 24 horas de jejum as suas reservas de glicogénio estao
completamente esgotadas, enquanto que tanto os gatos
como os caes tém padroes alimentares bastante diferentes
com respostas metabdlicas ao jejum dispares; assim, nos
caes as reservas de glicogénio mantém-se normais apés 24-
horas de jejum (19).

O GLUTATIONO HEPATICO NA VIA DE SINTESE/
/SECRECAO DA HISS

O sinal prandial associado a sintese/secrecao da HISS é ainda
desconhecido. Lautt postulou inicialmente que o estimulo
responsavel pela sintese da HISS seriam os nervos parassim-
paticos hepaticos o que é corroborado com o aumento do
ténus vagal durante a fase cefilica originando um aumento
dos niveis de éxido nitrico, que se encontram diminuidos no
jejum, suscitando um incremento da sintese da HISS. No
entanto, a administragdo de acetilcolina na veia porta em
ratos em jejum nao foi capaz de aumentar a sensibilidade a
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Figura |- Hipdtese da substancia hepatica sensibilizadora da insulina
(HISS): no estado pés-prandial por activacdo dos nervos parassimpati-
cos hepaticos ha libertagdo de acetilcolina que, por sua vez vai estimu-
lar os receptores muscarinicos do tipo M| resultando na activagdo da
sintase do dxido nitrico hepatico com subsequente aumento dos niveis
de oxido nitrico hepatico. Neste estadio ao haver incremento da
disponibilidade do aminoécido cisteina as concentracdes hepaticas de
glutationo também vao aumentar. O glutationo ao reagir com o éxido
nitrico ira formar um nitrosotiol, o S-nitrosoglutationo, que aumentara
a secrecao/acgao da HISS. A HISS ao ser libertada para a corrente san-
guinea vai actuar exclusivamente no musculo esquelético sendo respon-
savel por cerca de 55% da accao hipoglicemiante da insulina no organ-
ismo. O comprometimento da funcio hepatica através da ablacao dos
nervos parassimpaticos hepaticos do bloqueio farmacoldgico tanto dos
receptores muscarinicos, da sintase do 6xido nitrico ou da depleccao do
glutationo ao inibir o sintetase do g -glutamilo-cisteina sintetase com
L-butionina sulfoxima originara resisténcia a insulina dependente da
HISS (HDIR).

insulina (Lautt, observacdes nao publicadas). O glutationo
hepatico, tradicionalmente associado a fenémenos de stress
oxidativo, com elevada capacidade de reagir com o éxido
nitrico originando preferencialmente S-nitrosoglutationo,
tem os seus niveis hepaticos baixos no estado de jejum e ele-
vados no pés-prandial, tal como a accao da HISS tornando-
se assim num candidato de primeira linha na regulagao da
sintese da HISS (20, 21). Em trabalhos efectuados pelo grupo
de MP Macedo, observou-se que a deplegao do glutationo
hepatico usando o L-butionina sulfoxima (BSO) como
inibidor do y-glutamilo-cisteina sintetase originou ratos que
eram HDIR (22). A subsequente administracao de um dador
de éxido nitrico (SIN-1), o qual é capaz de reverter a HDIR
resultante do bloqueio da NOS, nao foi agora capaz de
reverter a HDIR. Assomaram assim, as primeiras evidéncias
de que o glutationo era um factor crucial na sintese da HISS.
A relevancia do glutationo na sensibilidade a insulina é ainda
suportado por Khamaisi e colaboradores (23), que obser-
varam diminuigao de tolerancia a glucose in vivo em ratos a
que se administrou BSO para depletar glutationo. Baseado
nestes resultados o grupo de M.P Macedo formulou a
hipétese de que co-administragcao de 6xido nitrico e gluta-
tiono na veia porta em ratos em jejum, quando a
sintese/secrecao da HISS se encontra suprimida, aumentara
a sensibilidade a -insulina dependente da HISS. Efectiva-
mente, administracao isolada tanto do dador de glutationo, o
éster monoetilo de glutationo (glutationo-E), como do dador
de dxido nitrico SIN-1, ndo aumentaram a sensibilidade a
insulina quando administrados tanto por via intraportal como
intravenosa (10). No entanto, a administragdo conjunta dos
dois dadores de glutationo e éxido’ nitrico quando admin-
istrados \por ‘via intraportal mas nao por via-intravenosa
aumentaram a sensibilidade a-insulina restaurando assim a
accdo da HISS.

ENTIDADE DA HISS

A existéncia de um factor hepatico que afecta a sensibilidade
a insulina no musculo esquelético foi originalmente sugerida
por Lang et al (24) quando ao esviscerar caes estes mostra-
vam uma reducao em 60% da utilizacao de glucose nos
membros inferiores que era revertida apds perfusio com
sangue de um cao que nao tinha sofrido evisceracao.
Resultados similares foram observados por Mertz e Schwarz
(25) em ratos eviscerados cuja resisténcia foi revertida apos
administracao de um extracto de figado fresco (25 mg/100g
peso corporal). Mais ainda, o aumento de captacao de glu-
cose por parte de uma co-preparacao de membros inferio-
res isolados com figado diminuia 30 minutos-apés a remocao
do figado da preparacao (26). Apesar-de nao ser completa-
mente conclusivo, todos estes-factores apontam para a
existéncia deste factor humoral por nés denominado HISS.

Nao ¢é ainda possivel determinar se a HISS é sensibilizadora
da accao de diferentes concentragbes de insulina ou se tem
um efeito_mimetizador da insulina sendo aditivo a este. A
evidéncia de que funciona como uma hormona advém dos



estudos de reversao da resisténcia a insulina. Nestes, a
resisténcia a insulina resultante da desnervacao cirlrgica
parassimpatica hepatica € completamente revertida apés
administracao intraportal mas nao intravenosa de acetilcoli-
na (8). Visivelmente, a reversdo da accdo da insulina nao
pode ser atribuida a um reflexo hepatico, pois estes nervos
tinham sido sujeitos a uma ablacao para originar inicialmente
a resisténcia a insulina. Mais ainda, tanto o éxido nitrico
como o glutationo sé aumentam a sensibilidade a insulina
quando administrados na veia porta mas nao se administra-
dos por via intravenosa (10). Em estudos recentes efectua-
dos pelo grupo de M. P Macedo a administracao intravenosa
mas ndo intraportal de RSNOs em ratos em jejum aumen-
taram a sensibilidade a insulina. Estes resultados, sugerem
que os RSNOs mimetizam a accao da HISS ao reverter a
HDIR induzida pelo estado de jejum (Macedo, Guarino e
Fernandes resultados nao publicados). Curiosamente, os
RSNOs vao actuar no local de acgdo da HISS e nao no seu
local de sintese sugerindo que estes ao serem administrados
por via intraportal vao ser metabolizados no figado impedin-
do a sua recirculagdo e actuacao no musculo esquelético.
Por outro lado, a administracao intravenosa dos RSNOs ao
contrario da administracdo do dador de éxido nitrico SIN-|
pela mesma via de administragcao sugerem que a HISS sera
um RSNOs.

METODOS PARA DETECCAO DA HISS

Apesar da accao da HISS ser demonstravel através do uso de
gradientes de glucose artério-venosos (9,19) e através do
uso de testes de tolerancia a insulina (6,27), o desenvolvi-
mento de um teste mais auxiliador-para aavaliacao da sensi-
bilidade a insulina veio impulsionar um conhecimento mais
detalhado da HISS. Foi assim desenvolvido um teste
euglicémico rapido de sensibilidade a insulina denominado
de RIST ("Rapid Insulin Sensitivity Test") que quantifica'a cap-
tacdo de glucose em resposta a um bdlus de insulina.

O RIST esta descrito e validado para ser usado em ratos e
gatos (28) e mais recentemente também validado para hu-
manos (29). Em sintese, apds determinacao dos niveis basais
estaveis de glucose em intervalos de 5 minutos a insulina é
administrada por via intravenosa numa dose de 100 mU/kg
no gato ou de 50 mU/kg no rato e homem. O protocolo do
clamp euglicémico € iniciado | min apés o inicio da perfusao
da insulina e as glicemias sao quantificada cada 2 min. A per-
fusao de glucose é iniciada a0 minuto | com reajustes na per-
fusao de glucose durante o decurso do teste mantendo as
glicemias préximo dos niveis basais. O indice de RIST é a
quantidade de glucose perfundida para manter a euglicemia.
Este teste tem varias vantagens, das quais se salienta a pos-
sibilidade de, em ratos, o reproduzir no mesmo animal até 4
vezes no mesmo dia obtendo-se sempre respostas. estaveis
e reprodutiveis (30). Entre cada teste permanecem cons-
tantes os valores de glicemia, glucagina, insulina e cateco-
laminas (31). O teste tem a duracao de cerca de 30 minutos
em ratos e de 60 minutos em gatos. O RIST é sensivel e per-
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mite a obtencdo de uma curva dose-resposta da insulina
com uma curva dose-resposta usando antagonistas dos rece-
ptores muscarinicos. A possibilidade do uso de estudos
emparelhados permite a analise da sensibilidade a insulina no
mesmo dia e no mesmo animal comparando por exemplo
sensibilidades no estado de jejum com estados pds-prandi-
ais, a reversao em modelos de resisténcia a insulina (medi-
ante ablacdo cirdrgica ou intervencao farmacolégica) com
posterior administracao de farmacos que restituem a sensi-
bilidade a insulina.

POTENCIAL TERAPEUTICO DO MECANISMO DA
HISS

A mimetizacao ou potenciacao do sinal parassimpatico he-
patico que leva ao aumento da accao da HISS pode ser obti-
do até a data através das seguintes abordagens. HDIR obti-
da por ablagao cirtrgica dos nervos parassimpaticos hepati-
cos pode ser revertida, para valores préximos dos obtidos
no estado pés-prandial, por perfusao intraportal de acetil-
colina (2.5 ug/kg/min) (8, 19). O modelo patolégico de posi-
cionamento de uma banda no ducto biliar cronicamente
resultando em patologias hepaticas onde se observa HDIR

REFEICAO —

*Acﬁvidade Parassimpdtico
Hepdtico

ACh & Inibidores de acetilcolinesterase
A

Parassimpaticomiméticos

Dadores de NO

Ly
HISS

55%
GLUCOSE
A RSNOs

o
=
°
[
=
o
@
il
=
=
9
@
S
=

Figura 2- Potencial terapéutico da via da substancia hepatica sensibi-
lizadora da insulina (HISS). Neuropatias do sistema nervoso parassim-
patico reconhecidamente associadas hoje em dia a diabetes e que ori-
ginarao resisténcia a insulina dependente da HISS poderio ter como
tratamento alvo tanto parassimpaticomiméticos, com maior eficacia os
selectivos para os receptores muscarinicos do tipo M|, como inibidores
da acetilcolinesterase enzima responsavel pela degradacao da acetilco-
lina. No comprometimento da sintese do éxido nitrico, dadores de
oxido nitrico sera alternativa terapéutica eficaz. Diminuicdo dos niveis
de glutationo hepatico, tal como em situagcoes de elevado stress oxida-
tivo, a suplementacao com percursores da sintese de glutationo como
a N-acetilcisteina ou dadores de glutationo elevarao a capacidade de sin-
tese/secrecdo de HISS por parte do figado. A nivel hepatico formulacoes
com dupla-abordagem poderao ser sem ddvida uma mais valia, isto &,
uso de farmacos compostos que elevem tanto os niveis de glutationo
como de éxido nitrico: No caso de alteracdes fisiopatoldgicas que invi-
abilizem a sintese/secrecdo da HISS o uso de RSNOs que irao mimeti-
zar a accao da HISS no musculo esquelético parece ser a abordagem far-
macolégica mais vantajosa.
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que é revertida apds a administracao intraportal de agonistas
colinergicos. Mais ainda, o uso de antagonistas de acetilco-
linesterases reverte a HDIR parcial induzida pela atropina.
O éxido nitrico é também um potencial alvo terapéutico. Tal
como em muitos mecanismos reguladores onde a via co-
linérgica se encontra envolvida, o 6xido nitrico hepatico re-
presenta aqui um factor chave no controlo da sin-
tese/secrecao da HISS. A HDIR produzida por desnervacao
cirdrgica ou bloqueio da producao de oxido nitrico
endégeno pode ser revertida apés administracao de dadores
de 4xido nitrico no figado (1 1, 32). O éxido nitrico promove
a libertagao da HISS por activacdo do guanilato ciclase e con-
sequente sintese de cGMP. O uso de inibidores de fosfodi-
esterases do cGMP, como o zaprinaste, enzima que degrada
o cGMP, potencia o efeito do éxido nitrico na reversao da
HDIR induzida pela atropina (33). Recentemente, a co-
administracao hepatica de 6xido nitrico e glutationo resultou
na reversio da HDIR fisiolégica observada no jejum (10).
Estes resultados levaram ao uso de nitrosotidis para rever-
sao da HDIR no jejum. Em ratos em jejum, ambos os
nitrosotiéis SNAP e GSNO aumentaram a sensibilidade a
insulina (Macedo, Guarino e Fernandes resultados nao pu-
blicados). Todos estes potenciais terapéuticos encontram-se
perspectivados na Figura 2.

A descoberta da HISS e do seu impacto no processo inicial
da resisténcia a insulina provocou uma alteracao no paradi-
gma da resisténcia a insulina conduzindo-nos a novas abor-
dagens terapéuticas e de novos métodos de diagndstico de
resisténcia a insulina.
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