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RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOS FARMACOLOGICOS DE UM NOVO CANDIDATO A
FARMACO NA DISFUNCAO CARDIACA EM MODELO ANIMAL DE DIABETES
MELLITUS TIPO 2

Gizele Cabral Costa

Orientadora: Prof.2. Dra. Gisele Zapata-Sudo

Coorientador: Prof. Dr. Roberto Takashi Sudo
Resumo da dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagcédo em
Cardiologia do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina e do Ins-
tituto do Coracédo Edson Saad, da Universidade Federal do Rio de Janeiro como par-

te dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de mestre em Cardiologia.

Introducédo: O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenca crbnica caracterizada
por uma combinacao de distarbios metabdlicos que favorecem acometimento doen-
cas cardiovasculares. O presente trabalho investigou o efeito farmacoldgico de um
novo inibidor da enzima dipeptidil dipeptidase 4 com acdo hipoglicemiante e anti-
inflamatdria, na disfuncdo cardiaca em modelo animal de DM2. Metodologia: Foram
utilizados ratos Zucker Lean (ZL), e Zucker Diabetic Fat (ZDF) com 24 a 32 semanas
de idade. Foram divididos em 3 grupos: ZL + DMSO (100 umol/kg v i.p); ZDF +
DMSO (100 pmol/kg v.i.p) e ZDF + LASSBIi0-2090 (100 umol/kg v.i.p). Receberam
tratamento por 14 dias consecutivos. Resultados: A glicemia em jejum (mg/dL) e
insulina sérica (ng/mL) observada aumentada nos animais ZDF + DMSO sofreu re-
ducéo de 1228 +6,2e 2,4 £ 0,1 para 85,0+ 1,7 e 1,4 £ 0,1 apos o tratamento com
LASSBIi0-2090. Houve uma melhora nos parametros de colesterol total e trigliceri-
deos, os animais ZDF tratados com DMSO apresentaram aumento de 177,8 £ 31,2 e
123,0 £ 11,4 mg/dL. E normalizagdo destes parametros nos animais ZDF tratados
com LASSBIio 2090 de 104,8 £ 5,3 e 90,9 + 4,8 mg/dL. A parte cardiovascular, foi
avaliada através da espessura relativa da parede do VE (mm) aumentou de 0,38 *
0,1 (ZL + DMSO) para 0,50 + 0,4 (ZDF + DMSO), com uma diminuicao significativa
da hipertrofia do VE 0,26 + 0,2 (ZDF + LASSBI0-2090). A pressao de enchimento
(E/e’) aumentou de 18,0 + 1,1 (ZL + DMSO) para 38,2 + 0,1 (ZDF + DMSO), melho-
rando a disfuncéo diastodlica nos animais 17,7 + 2,8 (ZDF + LASSBio- 2090). Houve



reducdo do débito cardiaco (mL/min) para 70,6 + 5,2 (ZDF + DMSO), sendo recupe-
rado para 139,1 + 15,5 (ZDF + LASSBI0-2090), semelhante ao grupo ZL + DMSO
com (130,0 + 10,4). A fracédo de ejecado (%) foi reduzida de 62,6 = 2,2 (ZL + DMSO)
para 45,4 + 1,8 (ZDF + DMSO), e normalizada nos animais ZDF + LASSBIio-2090
(61,2 £ 1,4), melhorando a disfuncao sistolica com fracdo de ejecdo reduzida. A hi-
pertensdo arterial (mmHg) observada nos animais ZDF + DMSO (149,9 % 5,3) foi
diminuida com LASSBI0-2090 reduzindo a pressao arterial média para 112,9 * 4,6,
similar ao grupo ZL + DMSO (111,6 £ 4,1). A presséo sistolica do VE (mmHg) au-
mentou de 92,4 + 4,1 (ZL + DMSO) para 123,6 £ 4,7 (ZDF + DMSO), normalizando
98,6 + 4,4 (ZDF + LASSBIi0-2090). A pressao diastolica final do VE (mmHg), se man-
teve elevada nos animais 14,8 + 1,8 (ZDF + DMSO) comparado aos animais 5,0 +
0,8 (ZL + DMSO), e foi normalizada para 5,4 + 1,8 (ZDF + LASSBIi0-2090). O LASS-
Bio-2090 normalizou o relaxamento vascular induzido por ACh sugerindo recupera-
cdo da lesédo endotelial. Aumento no depdsito de coldgeno e células intersticiais foi
observado no VE dos animais ZDF + DMSO, comparado aos animais ZL + DMSO (p
< 0,05), sendo reduzido apos tratamento com LASSBi0o-2090. A maior expressao de
TNF-a, RAGE, iNOS e c-Fos foi detectada em corag¢des do grupo ZDF + DMSO e
recuperada com LASSBIi0-2090 (p< 0,05). Conclusao: O LASSBIi0-2090 melhorou a
funcdo metabdlica, cardiovascular e o perfil inflamatério dos animais com DM2, re-
presentando uma possivel estratégia terapéutica no tratamento da progressédo de
DCV.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 2, iDPP-4, cardiomiopatia diabética, zucker
diabetic fat.



ABSTRACT

EVALUATION OF PHARMACOLOGICAL EFFECTS OF A NEW CANDIDATE TO
DRUG IN CARDIAC DYSFUNCTION IN DIABETES MELLITUS TYPE 2 ANIMAL
MODEL

Gizele Cabral Costa

Orientadora: Profa. Dra.
Gisele Zapata-Sudo

Coorientador: Prof. Dr. Roberto Takashi Sudo

Summary of the master's dissertation submitted to the Postgraduate Program in Car-
diology of the Department of Medical Clinics of the Faculty of Medicine and the Ed-
son Saad Heart Institute of the Federal University of Rio de Janeiro as part of the
requirements for obtaining the title of Master in Cardiology.

Introduction: Introduction: Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) is a chronic disease
characterized by a combination of metabolic disorders that favor cardiovascular dis-
ease. The present work investigated the pharmacological effect of a new inhibitor of
dipeptidyl dipeptidase 4 enzyme with hypoglycemic and anti-inflammatory action on
cardiac dysfunction in an animal model of T2DM. Method: Zucker Lean (ZL) and
Zucker Diabetic Fat (ZDF) rats were used at 24 to 32 weeks of age. They were divid-
ed into 3 groups: ZL + DMSO (100 umol / kg v i.p); ZDF + DMSO (100 umol / kg
v.i.p) and ZDF + LASSBIi0-2090 (100 pmol / kg v.i.p). They received treatment for 14
consecutive days.Results: Fasting blood glucose (mg / dL) and serum insulin (ng /
mL) increased in ZDF + DMSO animals decreased from 122.8 + 6.2 and 2.4 + 0.1 to
85.0 £ 1.7 and 1.4 £ 0.1 after treatment with LASSBIi0-2090. There was an improve-
ment in total cholesterol and triglyceride parameters; ZDF animals treated with
DMSO showed an increase of 177.8 £ 31.2 and 123.0 = 11.4 mg / dL. In addition,
normalization of these parameters in LASSBio 2090 treated ZDF animals of 104.8 +
5.3 and 90.9 + 4.8 mg /dL. The cardiovascular part was assessed by the relative LV
wall thickness (mm) increased from 0.38 £ 0.1 (ZL + DMSO) to 0.50 = 0.4 (ZDF +
DMSO), with a significant decrease in LV hypertrophy 0.26 £ 0.2 (ZDF + LASSBio-

2090). Filling pressure (E /e ") increased from 18.0 £ 1.1 (ZL + DMSO) to 38.2 £ 0.1
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(ZDF + DMSO), improving diastolic dysfunction in animals 17.7 + 2, 8 (ZDF + LASS-
Bio-2090). Cardiac output (mL / min) was reduced to 70.6 + 5.2 (ZDF + DMSO) and
recovered to 139.1 + 15.5 (ZDF + LASSBIi0-2090), similar to the ZL + DMSO group
with (130.0 + 10.4). The ejection fraction (%) was reduced from 62.6 £ 2.2 (ZL +
DMSO) to 45.4 + 1.8 (ZDF + DMSO) and normalized in ZDF + LASSBIi0-2090 ani-
mals (61.2 + 1.4), improving systolic dysfunction with reduced ejection fraction. The
arterial hypertension (mmHg) observed in ZDF + DMSO animals (149.9 = 5.3) was
decreased with LASSBIi0-2090 reducing the mean arterial pressure to 112.9 + 4.6,
similar to the ZL + DMSO group (111, 6 + 4.1). LV systolic pressure (mmHg) in-
creased from 92.4 + 4.1 (ZL + DMSO) to 123.6 + 4.7 (ZDF + DMSO), normalizing to
98.6 + 4.4 (ZDF + LASSBIi0-2090). LV end-diastolic pressure (mmHg) remained high
in animals 14.8 £ 1.8 (ZDF + DMSO) compared to animals 5.0 £ 0.8 (ZL + DMSO),
and was normalized to 5.4 + 1.8 (ZDF + LASSBIi0-2090). LASSBi0-2090 normalized
ACh-induced vascular relaxation suggesting recovery from endothelial injury. In-
creased collagen and interstitial cell deposition was observed in the LV of ZDF +
DMSO animals compared to ZL + DMSO animals (p <0.05), being reduced after
treatment with LASSBIi0-2090. The highest expression of TNF-a, RAGE, iNOS and c-
Fos was detected in hearts of the ZDF + DMSO group and recovered with LASSBio-
2090 (p <0.05). Conclusion: LASSBIi0-2090 improved metabolic, cardiovascular and
inflammatory profile of DM2 animals, representing a possible therapeutic strategy in

the treatment of CVD progression.

Key words: Diabetes mellitus type 2, iDPP-4, diabetic cardiomyopathy, zucker diabet-

ic fat.
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1.1 DIABETES MELLITUS

Segundo a Federacéo Internacional de Diabetes (Cho et al., 2018), cerca de
378 milhdes de pessoas da populacdo mundial com idade entre 20 a 64 anos
apresentam Diabetes mellitus (DM), com estimativa de incremento para 438 milhdes
em 2045. Atualmente, no Brasil, 14,3 milhbes de pessoas tem o diagnostico de
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), com previsao de alcancar 23,2 milhdes em 2040. Os
gastos na saude com o DM geram em torno de US$ 21,8 bilhdes (Cho et al., 2018;
Diretrizes-SBD, 2018).

DM €é uma doenca caracterizada por uma combinacdo de disturbios
metabdlicos que tém em comum a hiperglicemia, devido a uma desregulacdo na
producao/liberacdo ou acédo da insulina (Baena-Diez et al., 2016). A hiperglicemia
crdnica provoca o surgimento de sintomas, tais como, polilria, polidipsia, perda de
peso e, em alguns casos, polifagia e visdo turva. A classificacdo do DM é baseada
na etiologia e na apresentacéao clinica, sendo Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), DM2 e
gestacional (American Diabetes, 2019).

O DM1 acomete 5 a 10% dos pacientes com diagndstico de DM, sendo mais
frequente em criancas e adolescentes e é caracterizado pela destruicdo autoimune
das células B nas ilhotas pancreaticas, responsaveis pela producdo de insulina.
Como resultado, h&a deficiéncia relativa ou absoluta de insulina, o que leva a
necessidade de injecdes diarias de insulina exégena, a fim de manter os niveis de
glicose estaveis (American Diabetes, 2019).

Cerca de 90% das pessoas com diabetes tém o tipo 2, atingindo individuos
obesos, com idade em torno de 40 anos de idade, que apresentam sindrome
metabdlica (Cho et al., 2018). A sindrome metabdlica esta diretamente associada
com a obesidade, resisténcia a insulina, hiperglicemia, hipertrigliceridemia e reducéo
de lipoproteinas de alta densidade (HDL), fatores que podem ocasionar
comorbidades, a exemplo de doencas cardiovasculares (Kahn et al., 2016).

No caso do DM gestacional, que acomete mulheres entre as 242 e 282
semanas de gravidez, os horménios maternos sofrem uma série de adaptacdes para
permitir o desenvolvimento do bebé. A placenta se torna um mediador importante

para as acdes de diversos hormdnios, tais como o horménio lactogénio placentario,
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responsavel por promover um feedback negativo a acdo da insulina, que é
responsavel pela captacdo e utilizacdo de glicose em diversos tecidos.
Consequentemente, 0 pancreas materno aumenta a producdo de insulina, com o
objetivo de compensar o quadro de resisténcia a mesma. Entretanto, esse processo
ndo ocorre em algumas gestantes, estimulando, assim, o aumento dos niveis de
glicose plasmética e, consequentemente, configurando o quadro clinico de diabetes
gestacional (Guariguata et al., 2014; Hod et al., 2015).

As doencas cardiovasculares, incluindo doenca arterial periférica, doenca
arterial coronariana, acidente vascular cerebral, hipertensdo arterial sistémica e a
cardiomiopatia diabética (CD) sao as principais complicacbes que levam aos altos
indices de morbidade e mortalidade em individuos com DM (Leon e Maddox, 2015).
Os pacientes com DM apresentam risco 3 a 4 vezes maior de sofrerem algum
episddio cardiovascular e o dobro do risco de terem morte subita, quando
comparados aos individuos sem essa doenca. Alguns fatores, como, hiperglicemia,
resisténcia a insulina, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia, obesidade e um
estado inflamatdrio crénico, favorecem o surgimento de doencas cardiovasculares
induzidas pelo DM (Leon e Maddox, 2015).

1.2 CARDIOMIOPATIA DIABETICA

A CD é definida pela existéncia de fungéo e estrutura anormais do coracao,
na auséncia de outros fatores de risco, como insuficiéncia coronariana, hipertensao
e distarbios valvulares cardiacos em individuos portadores de DM (Aneja et al.,
2008). Os primeiros relatos abordando a vertente clinica da CD foram publicados em
1972, por pesquisadores que mostraram observacdes em autopsias de quatro paci-
entes portadores de microangiopatia renal diabética e dilatacao ventricular esquerda,
na auséncia de causas comuns (Rubler et al., 1972). Em 2013, o American College
of Cardiology, a American Heart Association (Yancy et al., 2013) e a European Soci-
ety of Cardiology, em colaboragéo com a Sociedade Europeia para o Estudo do Dia-
betes (Authors/Task Force et al., 2013) definiram a CD como uma condi¢do clinica
na qual a disfungéo ventricular ocorre, como abordado anteriormente, na auséncia

de arteriosclerose coronariana e hipertensdao em pacientes portadores de DM. Du-
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rante os seus estagios iniciais, a CD inclui um periodo subclinico caracterizado por
anormalidades estruturais e funcionais, como hipertrofia do ventriculo esquerdo
(VE), fibrose miocardial, além de anormalidades na sinalizacdo intracelular dos car-
diomidcitos. Essas mudancas fisiopatologicas estao intrinsecamente relacionadas a
fibrose e enrijecimento do musculo cardiaco, fendmenos que induzem disfungéo di-
astolica e frequentemente evoluem para insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo
preservada, todavia com alguns casos que também apresentam evolucdo para dis-
funcao sistolica e subsequente insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecao reduzida
(Jia, Hill, et al., 2018).

1.3 ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGIA DA CD

Estudo clinicos recentes mostram que a prevaléncia da insuficiéncia cardiaca
em pacientes diabéticos varia de 19% a 26% (Shindler et al., 1996; Ryden et al.,
2000; Thrainsdottir et al., 2005). O Framingham Heart Study demonstrou que a inci-
déncia de insuficiéncia cardiaca foi maior em pacientes diabéticos de ambos os gé-
neros, quando comparado com individuos da mesma idade, ndo portadores de DM
(Yancy et al., 2013). Adicionalmente, foi relatado que no DM1, cada 1% de aumento
nos niveis plasmaticos de hemoglobina glicada Alc estaria ligado a 30% de aumen-
to no risco de desenvolver insuficiéncia cardiaca (Lind et al., 2011), enquanto que,
em pacientes portadores de DM2, a cada 1% de aumento nos niveis de hemoglobi-
na glicada Alc esse risco aumentaria 8% (Stratton et al., 2000), evidéncias essas
gue sugerem um papel significativo do aumento gradativo na glicemia, como um im-
portante fator preditivo para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em pacien-

tes diabéticos.

1.4 FATORES DE RISCO E ALTERACOES FISIOPATOLOGICAS QUE CONTRI-
BUIEM PARA O DESENVOLVIMENTO DA CD

A hiperglicemia, resisténcia sistémica a insulina, além da sinalizagdo metabo-
lica dependente desse hormdnio pancreatico, comprometida, nas células cardiacas,
sdo atualmente considerados como as principais anormalidades clinicas no DM e

todos esses eventos estdo envolvidos na patogénese da CD (Jia et al., 2016). Existe
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uma relagdo linear entre os niveis plasmaticos de glicose e a mortalidade em longo
prazo na insuficiéncia cardiaca, mesmo em pacientes sem diagndstico de DM. No
entanto, o aumento do risco de mortalidade, fato comprovado em estudo clinico, foi
visto apenas em diabéticos com glicose acima de 200 mg/dL (ltzhaki Ben Zadok et
al., 2017). Adicionalmente, dados da literatura demonstraram que uma reducéo de
1% nos niveis plasmaticos de hemoglobina glicada Alc foi associada com uma di-
minuicdo no risco para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em 16%
(Stratton et al., 2000), sugerindo que ha uma relacdo importante entre o controle em
longo-prazo dos niveis glicémicos e a reducdo do risco para o desenvolvimento e
progresséao da CD.

Numa vertente fisiopatoldgica molecular, € importante comentar que diversos
disturbios metabdlicos oriundos, principalmente, da responsividade reduzida dos re-
ceptores de insulina nas células cardiacas e, consequentemente, da captagdo celu-
lar comprometida de glicose induzem mudancas deletérias no cora¢do, como, por
exemplo, autofagia desregulada dos cardiomidcitos, ativacdo exacerbada do Siste-
ma Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA), além de estresse oxidativo e repostas
imunoldgicas que contribuem para o remodelamento, fibrose substancial, enrijeci-

mento e hipertrofia do miocardio (Fang et al., 2004; Adeghate e Singh, 2014).

Achados recentes também mostram que uma dieta rica em gorduras e car-
boidratos de alto indice glicémico induzem uma desregulacédo cardiaca no metabo-
lismo dependente da insulina, inflamacgéo, estresse oxidativo, disfuncdo endotelial
responsavel pela diminuicdo na biodisponibilidade de o6xido nitrico (NO), além do
aumento anormal de tecido conectivo e fibrose (Jia et al., 2015). Essas alteragOes
resultam em disfuncéo diastélica, caracterizada por enchimento ventricular lento e
sob altas pressodes (Jia et al., 2015). Durantes estagios avancados da CD, as altera-
¢cOes na estrutura cardiaca sdo mais evidentes e pronunciadas, incluindo necrose de
cardiomidcitos, acumulo adicional de colageno, fibrose intersticial, esclerose de pe-
guenos vasos coronarianos e microaneurismas capilares (Wang et al., 2006; Mytas
et al., 2009). Essas alteragcbes mais avancadas podem desencadear, além da dis-
funcdo diastolica, o comprometimento da funcdo sistdlica cardiaca (Jia, Whaley-
Connell, et al., 2018). A figura 1 representa a sinalizagdo metabolica alterada no co-

racao, anormalidades cruciais associadas com a fisiopatologia da CD.
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Figura 1. Mecanismos fisiopatoldgicos da cardiomiopatia diabética (Adaptado de Jia,
Whaley-Connell, et al., 2018). A hiperglicemia e a resisténcia a insulina induzem aumentos
de AGEs, lipotoxicidade cardiaca, ativacdo do SRAA, disfuncdo endotelial coronariana e
desregulacdo de exossomos, que, por sua vez, resultam em disfuncdo mitocondrial,
estresse oxidativo, estresse de ER e comprometimento da homeostase de calcio. Essas
anormalidades fisiopatol6gicas estdo associadas a hipertrofia cardiaca, fibrose, morte,
rigidez, disfuncdo diastolica e insuficiéncia cardiaca. AGEs, produtos finais de glicacédo

avancada; SRAA, sistema renina angiotensina aldosterona; ER, reticulo endoplasmatico.

Outro mecanismo fisiopatologico envolvido na sinalizacdo comprometida da
insulina € o da proteina alvo da ripamicina em mamiferos (MTOR)-S6 cinase (S6k1)
(Jia et al., 2016). Essa via de sinalizacdo atua significativamente como um sensor
de nutrientes altamente conservado e modula a fungdo metabdlica da insulina, atra-
vés da fosforilacdo aumentada da S6k1, uma serina-cinase evolutivamente conser-
vada (Jia et al., 2016). Ha evidéncias que a S6K1 pode ser cronicamente ativada
pela ingestao excessiva de nutrientes, gerando ativacao inapropriada do SRAA (Kim
et al., 2012), fendmenos que auxiliam no desenvolvimento da resisténcia a insulina
nas células do coracdo, tecido adiposo, figado e musculo esquelético, através da
fosforilagdo aumentada dos residuos de serina de uma molécula pertencente a fami-

lia de substratos da insulina, a proteina (IRS-1). Essa hiperfosforlilagdo da IRS-1
23



compromete a ativagéo das proteinas fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e da cinase B
(Akt) (Jia et al., 2015; Jia et al., 2016). Sob condicdes fisioldgicas normais, nos car-
diomidcitos, a sinalizacdo das cinases PI3K/Akt estimula a migracdo do transporta-
dor de glicose (GLUT4), armazenado em vesiculas citosdlicas, para a membrana
plasmatica, resultando na captacdo de glicose pelos miécitos cardiacos (Jia et al.,
2016). Assim, a reducdo da captacdo de glicose consequente a sinalizagdo desregu-
lada da via PI3K/Akt promove uma subsequente sinalizacdo anormal do Ca?* intra-
celular, ou seja, um aumento fisiopatolégico desse ion no interior dos cardiomiocitos
(Jia et al., 2016). Adicionalmente, o comprometimento da sinalizacdo metabdlica da
insulina no coracéo inibe a atividade da Oxido nitrico sintase endotelial coronariana
(eNOS) e do produto de sua atividade catalitica, ou seja, do éxido nitrico, o que po-
tencializa ainda mais o aumento do Ca?* intracelular e a sensibilizacdo a esse ion
nos cardiomiocitos (Jia et al.,, 2016). Essas anormalidades causam enrijecimento
cardiaco e disfuncédo diastélica (Kim et al., 2012) (figura 2).

Adicionalmente, a hiperglicemia cronica e glicotoxicidade promovem aumento
na formacéo de produtos finais da glicacdo avancada (AGES), os quais séo produzi-
dos a partir da glicosilagdo ndo enzimatica de lipidios, lipoproteinas e aminoacidos
(Jia, Whaley-Connell, et al., 2018). A deposicdo miocardial desses produtos de gli-
cacdao contribui para a alteracdo de matriz extracelular, deposicéo de colageno, enri-
jecimento do musculo cardiaco, comprometendo, assim o lusitropismo e, conse-
quentemente, a diastole (Jia et al., 2016). Um exemplo a ser citado é o de que ele-
vados niveis plasmaticos de AGEs estdo associados com o prolongamento do tem-
po de relaxamento do VE durante o estagio inicial da insuficiéncia cardiaca em indi-
viduos diabéticos (Van Heerebeek et al., 2008). De fato, a participacdo de AGEs
como promotores de modificacdes nas propriedades da matriz extracelular, através
do aumento na resisténcia de tecidos conectivos a protedlise enzimatica é uma das
principais causas da reducdo na complacéncia cardiaca, fibrose e disfuncéo diastoli-
ca do VE em coracgOes de pacientes diabéticos (Lazo et al., 2015). Os AGEs produ-
zem seus efeitos deletérios ao ativarem seu receptor (RAGE), estimulando, assim, a
transcricdo génica anormal, processo que leva ao aumento de proteinas na matriz
extracelular, mecanismos que também envolvem a participacdo de proteinas cinases
ativadas por mitdgenos (MAPK) e Janus cinases (JAK) nos tecidos cardiaco e vas-

cular (Jia et al., 2016). Além disso, AGEs também estéo envolvidos na producéo de

24



espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais potencializam o processo inflamato-

rio e fibrose cardiacos (Jia et al., 2016).

i ~ x s X Glicose
Mobilizag&o ; !

b ; ; J . X it o ©
la acidos.araxos G oo
i Lp-Sep: (T p-Tyr GLUT4

7. ‘tu INTES > (I mTOR-S6K1 p-IRS-1 e
~ ¢ PI3K \-/ \ j J :

p85 )(p110

LGLUT4

Ingesta calodrica ['H Receptor de insulina

; Estresse “LP3K
Mineralocorticoid ( oxidativo TRedox-sensitive
receptor ° PENS - \ Ser kinase
i ( D Disfungao
Aldosterona \ 7 mitocondrial p-Thr308)(p-Sera73

' Estresse reticulo LAKT

|
\, sarcoplasmatico
-

y
[ (1hé
AT-1R S

% ™ Homeostase -
Angiotensina Il _* N rido -, Preludicada de CaZLTCa" sensivity
Oxido 2™ nitrico
nitrico ‘ 1
Angiotensina | Morte cardiomiécito Rigidez cardiomiocito

Cardiomiopatia diabética

Figura 2: Mecanismos moleculares implicados no desenvolvimento da cardiomiopatia
diabética (Adaptado de Jia et al., 2016). Fatores como dieta rica em carboidratos, aumento
da mobilizacdo de &cidos graxos livres (AG) e ativagdo do sistema renina angiotensina
aldosterona podem causar disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico e
estresse oxidativo. Resultando o comprometimento da sinalizacdo da insulina, anormalidade
na manipulacdo de Ca?*, aumento da sensibilizagdo intracelular de Ca?* intracelular e morte
dos cardiomidcitos. Os pacientes eventualmente desenvolvem rigidez dos cardiomidcitos e
cardiomiopatia diabética. Ca?*, i, influxo de Ca?*; IRS-1, substrato do receptor de insulina 1;
MTOR, proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR); P, fosforilacdo; PI3K,
fosfatidilinositol 3-quinase; Redox, estado de oxidac&o-reducdo; S6K1, S6 cinase 1; Ser,
serina; Thr, treonina; Tyr, tirosina.

O metabolismo lipidico anormal frequentemente acentua a progressao da CD.
Niveis plasmaticos aumentados de triglicerideos ocasiona o aumento da distribuicdo
de AG para os cardiomiocitos e, assim, aumenta o processo de [B-oxidacdo, com-
prometendo a sinalizacdo metabdlica da insulina nos coracdes de pacientes diabéti-
cos (Jia, Whaley-Connell, et al., 2018). Adicionalmente, a expressao de transporta-
dores de AG, a exemplo do CD36, € aumentada durante o processo de progressao
da CD (Lee et al., 2017). Esse transportador CD36 € envolvido na captagédo de AG e
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esta presente na membrana plasmatica e em membranas de organelas intracelula-
res (Lee et al., 2017). Em coracdes de individuos diabéticos ocorre aumento da ex-
pressdo do CD36 (Jia et al., 2016; Lee et al., 2017). Além disso, no diabetes, os co-
racdes frequentemente apresentam expressdo aumentada do peroxisome prolifera-
tor-activated receptor-a (PPAR-a), este que é associado com o aumento da capta-
cao de AG, acumulo de triglicerideos e reducao na utilizacdo da glicose (Finck et al.,
2002).

Em virtude dos fatos mencionados, entende-se que a disfuncéo cardiaca em
pacientes diabéticos pode progredir de anormalidades cardiacas subclinicas, tais
como fibrose do VE, para disfuncéo diastolica e, eventualmente, disfuncdo sistolica,
acompanhada por uma reducdo da fracdo de ejecdo. InUmeras técnicas nao-
invasivas, incluindo ecocardiografia, tomografia computadorizada e ressonancia
magnética sdo, atualmente, utilizadas para detectar modificac6es na estrutura e fun-
cdo cardiacas de pacientes diabéticos (Jia et al., 2016). Adicionalmente, niveis
plasmaticos aumentados de peptideos natriuréticos, O-linked N-acetylglucosamine
(O-GIcNACc), entre outros, servem como marcadores para o diagndstico da CD e in-

suficiéncia cardiaca (Jia et al., 2016).

1.5 TRATAMENTO DA DM2 E NOVAS ABORDAGENS TERAPEUTICAS

O tratamento da DM2 consiste na normalizacdo da glicemia nos pacientes
(jejum < 100 mg/dL e pos-prandial < 140 mg/dL), utilizando-se as principais classes
de hipoglicemiantes orais presentes no mercado: biguanidas, sulfoniluréias, glinidas
(ou meglitinidas), tiazolidinediona (ou glitazona), inibidores da a-glicosidase,
inibidores do cotransportador de soédio/glicose 2 (SGLT2), incretinomiméticos e
inibidor dipeptidil peptidase-4 (DDP4) (Diretrizes-SBD, 2018).

A classe de farmacos mais utilizada como monoterapia inclui as biguanidas,
gue séo indicadas como tratamento de primeira linha em pacientes com DM2. A met-
formina é um exemplo dessa classe, que diminui a producdo hepatica de glicose,
além de discreta acao sensibilizadora periférica. Apesar de ser amplamente utilizada
clinicamente, é contraindicada em pacientes com quadro de insuficiéncia renal, po-
dendo levar a deficiéncia de vitamina B12 apos uso prolongado (Sjostrom et al.,
2004; Mulherin et al., 2011; Wright e Tylee, 2016).
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As sulfoniluréias, utilizadas como segunda linha no tratamento de DM2, tem
como principal medicamento a glibenclamida, que promove o aumento da secregéo
pancreatica de insulina prolongando assim o tempo de agéo hipoglicemiante. A prin-
cipal desvantagem do seu uso, é o ganho de peso ponderal e a hipoglicemia. (Bu-
chwald, 1964; Buchwald et al., 1990; Singh, 2014).

Assim como as sulfoniluréias, as glinidas também s&o secretagogas de insuli-
na. A nateglinida e repaglinida sdo os medicamentos que compdem essa classe,
que pelo fato de necessitar de mais de uma administracdo diaria ndo tem completa
aderéncia dos pacientes (Buchwald, 1964; Buchwald et al., 1990, Hornick e Aron,
2008; Diretrizes-SBD, 2015).

As tiazolidinedionas tem acédo sensibilizadora de insulina e atuam aumentan-
do a captacdo de glicose no musculo esquelético, tecido adiposo e no figado. Os
principais medicamentos dessa classe séo: pioglitazona, rosiglitazona e troglitazone.
Os efeitos adversos sdo ganho de peso, retencdo hidrica, aumento do risco de insu-
ficiéncia cardiaca e fraturas. Atualmente, a rosiglitazona foi retirada do mercado na
Europa e no Brasil e apresenta restricdo de indicacdo nos Estados Unidos da Améri-
ca devido ao risco aumentado de doencgas cardiovasculares (Buchwald, 1964; Jarvi-
nen, 2004; Hornick e Aron, 2008; Ng et al., 2013).

A a glicosidase € uma enzima presente na mucosa intestinal, e atua reduzin-
do a velocidade de absorcédo da glicose no intestino, logo os inibidores desta enzima
(acarbose, voglibose e miglitol) sdo extremamente eficazes na hiperglicemia pos-
prandial. Os pacientes podem apresentar efeitos adversos gastrointestinais, como
diarreia, flatuléncia e distensdo abdominal (Buchwald, 1964; Lind et al., 1996; Hor-
nick e Aron, 2008; Chiasson et al., 2003; Kawamori et al., 2009; Malta et al., 2014).

Uma nova classe de farmacos foi disponibilizada para uso clinico como os ini-
bidores de SGLT2, canagliflozina, dapagliflozina, empagliflozina e ertugliflozina. Eles
atuam impedindo a reabsorcdo de glicose através da inibicdo das proteinas SGLT2
presentes nos tubulos proximais dos rins. Com isso, promove um quadro de glicosu-
ria e menor chance de risco de hipoglicemia. Essa classe de medicamentos é con-
traindicada em pacientes com insuficiéncia renal e podem provocar uma propensao
maior a infeccdes genitais e de trato urinario (Sjostrom et al., 2004; Norris et al.,
2005; Lipscombe e Hux, 2007)
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Novas abordagens terapéuticas sdo desenvolvidas para o tratamento de
DM2, devido a auséncia de terapéutica atual que evite a evolu¢do da doencga e con-
sequentemente o surgimento de complicacdes cronicas. Além disso, existe a busca

de novos medicamentos com menor custo, reacdes adversas e contraindicacoes.

1.5.1 Inibidor da DPP4

As incretinas sdo hormonios gastrointestinais, importantes na homeostasia da
glicose. Existem dois tipos de incretinas: peptideo semelhante a glucagon (GLP-1),
que é sintetizado pelas células L presentes no ileo e no colon e o peptideo inibidor
gastrico 1 (GIP), que é sintetizado pelas células K localizadas no duodeno e na pri-
meira porcao do jejuno (Jorsali et al, 2017). ApoOs a ingestao de nutrientes, ocorre a
liberacdo de GLP-1 e GIP na luz do trato digestivo em resposta a concentracdo au-
mentada dos niveis de glicose plasmética. Devido a isso, GLP-1 e GIP promovem o
aumento da secrecdo de insulina, e impedem a liberacdo de glucagon pelas células
a pancreaticas em condi¢des de hiperglicemia. No entanto, a meia-vida desses hor-
monios dura cerca de 1 a 2 minutos devido a imediata degradacéo via acdo da en-
zima DPP4. Entretanto, a inibicdo da acdo de DPP4 prolonga a meia-vida de GLP-1
e GIP, aumentando assim a secrec¢ao de insulina pelas células B pancreaticas, e
consequentemente aumento da captacéo de glicose nos tecidos (figura 3) (Wetter-
gren et al., 1993; Nauck et al., 1997; Sonne et al., 2014). Tanto os incretinomimeti-
cos, quanto os inibidores de DDP4 sao responsaveis pela liberagdo de insulina, re-
ducdo da velocidade de esvaziamento géstrico e inibicdo da secre¢éo de glucagon
(Solun, Marcoviciu e Dicker, 2013; Wright e Tylee, 2016).
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Figura 3: Mecanismo de agdo dos hormdnios incretinomiméticos (Adaptado de Saraiva,

Sposito, 2014).
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O GLP-1 exerce as suas ac¢les através do seu receptor GLP1R, que esta ex-
presso em numerosos tecidos, incluindo pancreas, rins, coragao, pulmao, tecido adi-
poso, musculo liso, cérebro e musculo esquelético (figura 4), (Saraiva e Sposito,
2014; Andersen et al., 2018).
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Figura 4: Sitios de acdo e efeitos mediados pelo GLP-1 em diferentes tecidos
(Adaptado Saraiva e Sposito, 2014).

Os inibidores de DPP4 presentes no mercado apresentam diversas vanta-
gens como aumento da massa de células 3, maior segurancga e tolerabilidade, efeito
neutro no peso corporal e raros casos de hipoglicemia. Em contrapartida, podem
causar angioedema, urticaria e possibilidade de pancreatite aguda. A contraindica-
cao é apenas para pacientes com hipersensibilidade aos componentes do medica-
mento (Diretrizes-SBD, 2018).

Sendo assim, as propriedades fisiolégicas do GLP-1 indicam ser um alvo
promissor para o tratamento da DM2, uma vez que a inibigcdo da liberacéo de gluca-

gon mediada por GLP-1 e GIP parece ser responsavel pela acdo dos inibidores da
DPP- 4.

29



1.5.2 Planejamento da sintese de um novo inibidor da DPP4

Tendo em vista a busca de novas estratégias terapéuticas a fim de combater
a instalacéo e progressdo de CD associadas a DM2, o Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular em colabora¢édo com o Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Subs-
tancias Bioativas (LASSBIo), desenvolveram um projeto com intuito de sintetizar e
avaliar os efeitos farmacoldgicos do LASSBIi0-2090. O composto LASSBIi0-2090 foi
estruturalmente planejado considerando os requisitos estruturais necessarios a inibi-
cdo da enzima DPP4, presentes nas estruturas dos inibidores competitivos reversi-
veis de DPP4, tais como: Sitagliptina, Omarigliptina, Gemigliptina, Tenegliptina e
Anagliptina (figura 5). A analise cuidadosa das estruturas destes inibidores, permitiu
a identificacdo dos seguintes requisitos estruturais de caracteristicas farmacoférica
ou auxoforica: 1) subunidade hidrofébica (em verde); 2) grupamento amina primaria
ou secundaria (em vermelho); 3) espacador (em laranja); 4) e anel aromatico substi-
tuido (em azul). Desta forma, o desenho molecular de LASSBIi0-2090, considerou a
necessidade de respeitar a existéncia dos 4 requisitos estruturais supracitados, utili-
zando como espacador a funcdo N-acilidrazona (NAH). A escolha da NAH ampara-
se em diversos trabalhos que relatam seu comportamento de estrutura privilegiada.
De fato, esta subunidade esta presente na estrutura de diversos compostos bioati-
vos, muito dos quais providos de propriedade anti-inflamatéria (Alencar et al., 2014;
Freitas et al., 2017; Thotaa et al., 2018).

Desta maneira, para o novo inibidor de DPP4 proposto (i.e. LASSBi0-2090) o
anel benzofurano (a) foi proposto como subunidade hidrofébica, a amina primaria (b)
foi adicionada na posicao 3 do benzofurano, obtendo-se um derivado do tipo anilina
aquiral; a N-acilidrazona (c) foi introduzida como espac¢ador entre os anéis aromati-
cos; e por fim, a anel fenil-pirazol (d) foi adicionado como segunda unidade hidrofé-
bica, A eleicdo desta subunidade visou obter interacdes hidrofébicas mediante o
anel fenilico, a fim de permitir interacdes adicionais com o pocket estendido S2 do
sitio ativo da DPP4 (figura 5).
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Figura 5: Estrutura dos inibidores reversiveis de DPP4 e do LASSBIi0-2090. Assinalando os
requisitos estruturais comuns, necessarios a atividade inibitoria da DPP4, e sua relagdo com
a estrutura de LASSBI0-2090, desenhado como novo inibidor de DPP4.

O provavel perfil de LASSBIi0-2090 em se ligar a enzima DPP4 foi investigado
através da analise de acoplamento molecular em silico. Este estudo foi realizado
utilizando o software GOLD 5.1 (CCDC), e a estrutura cristalizada de DPP4 obtida
de RCSB Protein Data Bank (c6digo PDB: 1x70). Apés a validacdo pela abordagem
de ancoramento, a funcdo de Pontuacdo ChemPLP (sem agua) demonstrou o me-
Ihor valor desvio médio quadratico das posicées atbmicas, 0 que reproduziu a orien-
tacdo da sitagliptina cristalizada no sitio ativo da DPP-4. De acordo com os dados
obtidos para LASSBIi0-2090, observou-se uma orientacdo espacial semelhante a
sitagliptina (Figura 6), com interacdes hidrofébicas com o anel benzofurano em S1
que por sua vez interage com TYR547 através do oxigénio presente na porcao do
furano.

Além disso, a amina priméaria do LASSBIio-2090 interagiu com Glu 205/206
(S2) fazendo uma ponte idbnica e o anel pirazol interagiu com PHE357. Desta forma,
foi demonstrado que existem ligagBes favoraveis do LASSBIi0-2090 ao DDP4, assim

como a sitagliptina. Deste modo, o novo derivado-NAH ligante da enzima DPP4, é
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responsavel por produzir a inibigdo como a sitaglipitina e contribuir para o controle

hiperglicémico e anti-inflamatorio.

' lonic bridge |
i S2 Pocket 1 1

. Hydrogen Interaction
S2 Pocket ‘

Figure 6. Estudo de Ancoragem entre a sitagliptina e o LASSBIio- 2090. A sobreposicdo de
LASSBIo- 2190 (verde) e Sitagliptina (magenta) colocada dentro do local ativo do DPP-4.
Interacdes de ligagdo em amarelo. Estudos de ancoragem foram realizados com o programa
GOLD 5.1. Atomos de hidrogénio apolares foram omitidos para melhorar a clareza. As

imagens foram geradas com o software PyMol.
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2 JUSTIFICATIVA
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A DM2 leva o acometimento de doencas secundarias, como por exemplo, a
CD. Muitos pacientes com DM apresentam diversas anormalidades desde um leve
comprometimento diastélico até a manifestacdo de insuficiéncia cardiaca, e o grau
de prevaléncia pode ser superior a 50% entre pacientes em estagios pré-clinicos e
clinicos (Poirier et al., 2001; Kiencke et al., 2010) desencadeado pela ineficiéncia de
insulina, hiperglicemia e dislipidemia. O CD traz danos ao miocardio devido a
hipertrofia celular, esteatose, apoptose, estresse oxidativo, inflamacao, fibrose e
desarranjo microtubular (Bugger e Abel, 2014, Manjarrez et al., 2014). Apesar de
alguns progressos na prevengédo e tratamento de CD, principalmente por meio de
estratégias de controle da pressao arterial e dislipidemia, o impacto da doenca
metabdlica nos resultados cardiovasculares ainda € um grande desafio e persiste
em proporcdo as epidemias de obesidade e DM. Existem abundantes evidéncias
pré-clinicas e clinicas que implicam o eixo da inibicdo de DPP4 nas CD, porém o
mecanismo de acado para tal beneficio ndo se encontra elucidado.

A este respeito, esta dissertacdo apresenta como meta avaliar o efeito de um
novo candidato a farmaco, o LASSBIi0-2090, um inibidor DPP4 com caracter hipogli-

cemiante e anti-inflamatério em modelo experimental de DM2.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos farmacoldgicos da substancia LASSBio-2090, um inibidor de DPP4
com acgao hipoglicemiante e anti-inflamat6ria em modelo animal de DM2.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da administracédo intraperitoneal da substancia LASSBio-2090
através da observagdo dos seguintes parametros:

I. Perfil metabdlico (andlise do peso corporal, glicemia em jejum, insulina plasmética

e perfil lipidico)

II.Funcao cardiaca (ecocardiografia transtoracica e medida invasiva)
[ll.Funcao vascular (reatividade vascular)

IV.Remodelamento cardiaco (histologia)

V.Expressdo de marcadores moleculares, tais como, RAGE, c-Fos, iNOS, TNFa
relacionados ao DM2 (western blot)
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4 METODOLOGIA
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4.1 LOCAL DE PESQUISA

Este projeto de pesquisa foi realizado no Laboratério de Farmacologia Cardi-
ovascular sob orientacdo dos professores Gisele Zapata-Sudo e Roberto Takashi
Sudo, em colaboracdo com o Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substancias
Bioativas (LASSBio®). Ambos laboratérios compdem o Programa de Pesquisa em
Desenvolvimento de Farmacos, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, localizados no
Centro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), Rio de Janeiro, Brasil.

4.2 COMITE DE ETICA

O trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas de Boas Praticas de
Uso em Experimentacdo Animal, com devida aprovacdo do Comité de Etica do Cen-
tro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob o numero
de protocolo 005/18.

4.3 MODELO EXPERIMENTAL DE DM2

Ratos Zucker Diabetic Fat (ZDF) (figura 7) apresentam uma mutagcdo homozi-
gobtica no alelo fa do gene do receptor da leptina, resultando assim em uma intera-
cdo ineficaz entre a leptina e 0 seu receptor. A leptina é um horménio peptidico res-
ponsavel por proporcionar saciedade, cuja auséncia da expressao desse horménio

nos animais ZDF faz com que estes se tornem obesos (Tokuyama et al., 1995).

Figura 7: Modelo Zucker Diabetic Fat (Site Charles River, acesso 21 de marco)

Os animais ZDF mantém o estado normoglicémico até a sétima semana de
idade, e comecam a desenvolver obesidade, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina

em torno da décima semana de idade. DM2 se estabelece apds 20 semanas de ida-
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de (YOKOI et al, 2013) sendo utilizado como modelo animal de DM2 associada a
obesidade, SM, dislipidemia, hipertensao, resisténcia a insulina (Bray, 1977; Chan-
temele et al., 2009).

Foram utilizados ratos ZDF e Zucker Lean (ZL) machos com 24 a 32 semanas
de idade (200 a 400g) que foram mantidos no Biotério Central do Instituto de Cién-
cias Bioldgicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os animais foram manti-
dos em gaiolas coletivas, com livre acesso a agua e racao, em ambiente com tempe-

ratura a 22°C e ciclo de luz claro/escuro alternados a cada 12 horas.

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: 1. ZL tratados com
veiculo (dimetilsulféxido, DMSO); 2. ZDF tratados com veiculo; 3. ZDF tratados com
LASSBIi0-2090, 100 pmol/kg/dia via intraperitoneal (i.p) (figura 8). O peso dos ani-

mais foi verificado semanalmente para ajuste da dose.

ZL + DMSO (volume/kg/dia via i.p.)

ZDF + DMSO (volumelkg/dia via i.p.) Teste de pressao invasiva
Ratos Zucker Lean (ZL) e . . Tensao isométrica da aorta
Zucker Diabetic Fat (ZDF) ZDF + LASSBi0-2090 (100 pmol/kg/dia Histologia
24 a 32 semanas de idade viaip.) Western Blot

14 dias

> Eutanasia
consecutivos

Testes
Bioquimicos
Ecocardiografia
transtoracica

Testes Bioquimicos
Ecocardiografia
transtoracica

Figura 8: Desenho experimental.

4.5 PERFIL METABOLICO

Durante o protocolo experimental foi analisado o perfil de peso corporal com
medida semanal dos pesos dos animais. Além disso, foram coletadas amostras san-
guineas através da veia caudal dos animais ap6s um jejum de 12h para analise da

glicemia em jejum e parametros bioquimicos.
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No teste do nivel sérico de glicose, os animais foram privados de ragéo por
um periodo de 12 horas e ao final do jejum, uma amostra de sangue foi coletada da
veia caudal dos animais para mensuracao da glicemia através do uso do kit Accu-
Check®. Entretanto, a analise do nivel sérico de insulina foi realizada por meio do kit
ELISA (Insulin Ultrasensitive ELISA, Alemanha), e os niveis de colesterol total e tri-

glicerideos foram determinados usando kits colorimétricos (Bioclin, MG, Brasil).

4.6 PERFIL CARDIOVASCULAR

4.6.1 Ecocardiografia transtoracica

A ecocardiografia transtoracica foi realizada antes e apés o inicio do trata-
mento utilizando-se o ecocardiégrafo Vevo 770 High-Resolution In Vivo Micro-
Imaging System (FUJIFILM Visual Sonic, Inc., Toronto, Ontario, Canada) equipado
com transdutor mecénico de 10 MHz. Os animais foram anestesiados com anestési-
co inalatdrio isoflurano a 3% e mantidos a 1,5% para a avaliacdo da funcéo cardiaca
numa temperatura ambiente mantida a aproximadamente 25°C para evitar hipoter-
mia. As medidas de fluxo mitral e doppler tecidual da velocidade de enchimento
transmital maxima (E) e velocidade anular mitral precoce (e"), respectivamente, fo-
ram usadas para calcular a relacao E/e” para avaliar a fungéo diastdlica do ventricu-
lo esquerdo (VE). A espessura da parede do VE no modo M (Urboniene et al.,
2010). Todas as medidas foram obtidas de acordo com os manuais da Sociedade
Americana de Ecocardiografia e da Associacdo Europeia de Imagem Cardiovascular
(Lang et al., 2015).

4.6.2 Medida invasiva parametros hemodinamicos

Apoés 14 dias de tratamento, os animais foram anestesiados com cetamina
(80 mg/kg, i.p.) e xilazina (15 mg/kg, i.p.) a fim de se realizar a dissecc¢do da artéria
carotida direita do animal para introducdo de cateter heparinizado conectado a um
transdutor de presséo/volume (PowerLab MLT884, ADInstruments, Sydney, Austra-
lia). Inicialmente foi medida a presséo arterial e ap0s sua estabilizacdo, o cateter foi

entdo inserido no VE para o registro da pressao intracavitaria esquerda (ALENCAR
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et al., 2018). Os seguintes parametros hemodinamicos foram avaliados: Pressao
sistdlica do ventriculo esquerdo (mmHg), variacdo da velocidade de contracdo (+
dP/dt), pressao diastolica do ventriculo esquerdo (mmHg) e variacdo da velocidade
de relaxamento (— dP/dt) (Alencar, et al., 2014). Todos os parametros foram automa-
ticamente calculados com o sistema de aquisicdo de dados do programa LabChart
7.0 (ADInstruments, EUA).

4.6.3 Reatividade vascular

A porcao toracica da aorta dos animais dos diferentes grupos experimentais
foi dissecada e seccionada em anéis de aproximadamente 2-3 mm. Os anéis foram
preparados para registro de tensdo isométrica através da fixacdo em hastes acopla-
das a transdutor de tensédo (Grass, FT03, Quincy, MA, USA) e mantidos em solugao
Tyrode modificada constituida de (mM): NaCl (123); KCI, (4,7); MgCl2, (1,2);
KH2PO4, (1,2); dextrose, (11,5); NaHCO3, (15,5); CaCl2, (1,2). A solucéo foi conti-
nuamente oxigenada com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantida
a 37°C e pH 7,4. Apos o periodo de estabilizacdo (120 min), a aorta foi exposta a
concentracdes crescentes de fenilefrina (Phe, 1 nM - 10 uM), seguida de adi¢cédo de
concentracdes crescentes de acetilcolina (ACh, 1 nM - 10 yM), a fim de avaliar a
funcdo endotelial através da observacdo do relaxamento vascular em resposta a
ACh (ALENCAR et al., 2016). Os dados foram armazenados em computador para
posterior analise utilizando o programa AxoScope 8.1 (Axon Instruments, Inc).

4.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Ao final do protocolo experimental, os coragdes dos animais foram retirados, e
armazenados em solucao de formolzinco. Apés isso, as amostras foram processa-
das em banhos em concentragfes progressivas de alcool etilico, e em seguida xilol,
emblocadas com parafina a 60°C e seccionadas a 5 um de espessura através de um
microtomo (Lupe modelo MRPO03). Os cortes foram fixados em laminas e corados
com solucéo de picrosirus red (PSR), a fim de analisar fibras de colageno no tecido

marcadas de vermelho. E hematoxilina e eosina (HE), para analise de infiltrado celu-
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lar. Foram analisados 5 a 20 campos com aumento de 400x através do microscopio
optico (Zeiss — AXIOSTAR- plus) e a quantificacdo realizada pelo programa ImageJ.

4.8 EXPRESSAO DE PROTEINAS

4.8.1 Preparacdo do homogenato de tecido cardiaco

ApoOs a coleta dos tecidos, eles foram armazenados em nitrogénio liquido, e
posteriormente no freezer a -80°C. Os tecidos foram homogeneizados em solugéo
de tampéo de lise contendo em mM: sacarose (250); HEPES-Tris (10); EDTA (2);
fluoreto de fenilmetilsulfonil (1); benzamidina (1); ditiotreitol (1) Em seguida, 0 homo-
genato foi centrifugado a 8000 rpm, a 4°C por 15 minutos. Apos a centrifugagao, o
precipitado foi descartado e o sobrenadante coletado e estocado a -80°C para futura
dosagem de proteina total através de um espectrofotbmetro seguindo o método de
Bradford (Bradford., 1976).

4.8.2 Imunodeteccao de proteinas

Os homogenatos das amostras foram solubilizados em tampéao de amostra
para eletroforese contendo glicerol, 10%; azul de bromofenol, 0,02%; 100 mM de
TRIS/HCI; SDS 5%, apos foi adicionado no gel uma solugcdo de SDS-PAGE a 9%. A
transferéncia das proteinas para as membranas de nitrocelulose foi realizada no sis-
tema de transferéncia semi-seco (Trans-Blot, Bio-Rad). Ap6s a transferéncia, as
membranas de nitrocelulose foram lavadas com tamp&do PBS (15 min) e tampéao
PBS contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T, 15 min). Em seguida, as membranas fo-
ram bloqueadas com leite em p6 desnatado a 5 %, e lavadas novamente com PBS e
PBS- T. Apés as lavagens, as membranas foram incubadas com anticorpo primario
diluido em PBS (1:1000) durante toda a noite. ApGs esse processo, as membranas
foram lavadas com PBS e PBS-T, e foi adicionado o anticorpo secundario diluido em
PBS- T (1:10000) por um periodo de 1h. As membranas foram lavadas e relevadas
atraves do uso de kit de quimioluminescéncia (Super Signal West Pico, Rockford, IL,
EUA). As proteinas especificas utilizadas foram: 1. Mediadora de estresse oxidativo,
Receptor de AGE, RAGE (Abcam); 2. Citocina inflamatéria, TNFa; 3. Oxido nitrico
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sintase induzivel, INOS, 4. Marcador proliferativo, c-Fos, 5. Padréo, gliceraldeido
3-fosfato dehidrogenase (GAPDH). Para a quantificacdo da densidade da banda de

proteinas foi usado o programa ImageJ.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média = EPM. O teste de analise de varian-
cia (One Way - ANOVA) seguido do teste de Turkey foi utilizado, para as compara-
¢cOes entre o grupo controle e os demais grupos, considerando significancia estatisti-
ca P <0,05. Os graficos foram construidos utilizando o programa GraphPad Prism®

6 para representar os dados obtidos.
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5 RESULTADOS
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5.1 PERFIL METABOLICO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Uma semana antes do inicio do tratamento com LASSBIi0-2090, o perfil meta-
bélico dos animais foi averiguado a fim de obter a confirmagdo do modelo experi-
mental de DM2 (tabela 1). O ganho ponderal dos animais ZDF foi maior quando
comparado aos animais ZL com peso de 481,8 + 15,1 e 268,6 + 8,4 g, respectiva-
mente configurando a obesidade nos animais ZDF. Outro parametro analisado foi o
nivel de glicose plasmética em jejum, aumentado nos animais ZDF 121,7 + 5,7
mg/dL, em relacdo aos animais ZL 73,6 + 2,9. Isso foi observado nos niveis de insu-
lina sérica nos animais do grupo ZDF de 1,4 + 0,1 ng/mL, quando comparado aos
animais ZL 1,0 + 0,1 ng/mL. Para analise do perfil lipidico, foram determinados os
niveis plasméticos de colesterol total e triglicerideos, onde os animais do grupo ZDF
apresentaram valores de 166,6 + 16,8 mg/dL e 155,4 + 7,8 mg/dL, respectivamente.
No entanto, os animais ZL apresentaram padrdo lipidico normal com 52,4 + 1,3 e

26,4 £ 1,6 mg/dL de colesterol total e triglicerideos.

Controle Apos tratamento
Grupos 7DF +
experimentais ZL ZDF ZL + DMSO ZDF + DMSO LASSBi02090
(n=6) (n=12) (n=6) (n=16) (n=6)
Peso corporal
@ 268,6 + 8,4 481,8 + 15,1* 275,8+5,2 525,0 + 14,6* 467,7 £5,2%
g
Glicose (mg/dL) 73,6+29 121,7 £ 5,7* 775+ 3,0 122,8 £ 6,2* 85,0+ 1,7%
Insulina
1,0£0,1 1,4+0,1* 15+0,1 24 +0,1* 1,4 +0,1%
(ng/mL)
Colesterol total
52,4+1,3 166,6 + 16,8* 84,0+ 11,7 177,8 £ 31,2* 104,8 + 5,3*
(mg/dL)
Triglicerideos
26,4+1,6 155,4 + 7,8* 32,78 £ 4,2 123,0 £ 11,4* 90,9 + 4,8*

(mg/dL)

Tabela 1. Perfil metabdlico dos grupos experimentais antes e apos o tratamento de 14 dias

com LASSBio 2090. Os dados representam a média + E.P.M. (n = 6 ratos por grupo, exceto
ZDF n = 12 ratos por grupo). *P <0,05 vs ZL e ZL + DMSO. # P <0,05 vs ZDF + DMSO.
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Apos 14 dias de tratamento com LASSBio 2090, os parametros metabdlicos
foram avaliados novamente (tabela 1). Os animais ZL tratados com DMSO apresen-
taram peso corporal (275,8 = 5,2 g), entretanto os animais ZDF tratados com LASS-
Bio-2090 (467,7 + 5,2 g) apresentaram uma reducéo quando comparados aos ani-
mais ZDF tratados com DMSO (525,0 + 14,6 g). Além disso, o quadro de hiperglice-
mia observado nos animais ZDF tratados com DMSO (122,8 + 6,2 mg/dL) apresen-
tou uma melhora nos animais do grupo ZDF tratados com LASSBio 2090 (85,0 = 1,7
mg/dL), valores semelhantes aos animais ZL tratados com DMSO (77,5 = 3,0
mg/dL). O mesmo foi notado no quadro de hiperinsulinemia presente nos animais
ZDF tratados com DMSO sendo revertida apdés o tratamento com LASSBIi0-2090
reduzindo a insulina sérica de 2,4 £ 0,1 para 1,4 £ 0,1 ng/mL, nivel semelhante aos
animais ZL tratados com DMSO de 1,5 = 0,1 ng/mL.

A analise do perfil lipidico, foi realizada através das medidas de colesterol to-
tal e triglicerideos. Foi observado uma reducao da hipercolesterolemia nos animais
ZDF tratados com DMSO comparado aos animais ZDF tratados com LASSBi0-2090,
de 177,8 + 31,2 para 104,8 = 5,3 mg/dL, nivel semelhante aos animais ZL tratados
com DMSO de 84,0 + 11,7 mg/dL. O mesmo foi observado nos niveis de trigliceri-
deos, onde os animais ZL e ZDF tratados com DMSO apresentaram aumento de
32,7 £ 4,2 para 123,0 £ 11,4 mg/dL, tal parametro foi reestabelecido nos animais
ZDF tratados com LASSBIi0-2090 (90,9 + 4,8 mg/dL)

Sendo assim, o LASSBIio-2090 promoveu a normalizacao do perfil lipidico
dos animais ZDF, devido a reduc¢édo dos niveis de colesterol total e triglicerideos.

5.2 MELHORA DA HIPERTROFIA DO VENTRICULO ESQUERDO APOS O
TRATAMENTO COM LASSBI0-2090

Inicialmente, a hipertrofia do ventriculo esquerdo foi detectada nos animais
ZDF tratados com DMSO através da mensuracdo da espessura da parede anterior
do ventriculo esquerdo (VE) (Figura 9B), onde foi possivel observar um aumento
deste parametro com valor de 1,9 + 0,12 mm. O tratamento com LASSBIio-2090

proporcionou a reducdo desta espessura para 1,0 + 0,5 mm, semelhante a

+

observada nos animais ZL tratados com DMSO (0,78 + 0,1 mm). Além disso, foi
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averiguado a relacdo da parede posterior do VE (Figura 9C), onde os animais do
grupo ZDF e ZL tratados com DMSO apresentaram espessura de 1,8 + 0,1 e 1,3
0,6 mm, respectivamente. Tal parametro foi restabelecido no grupo de animais ZDF
tratados com LASSBIi0-2090 com 0,95 £+ 0,1 mm. Através da determinacdo destes
parametros, foi analisada a espessura relativa de VE (Figura 9D) dos grupos
experimentais, podendo demonstrar que os animais ZDF tratados com DMSO
apresentaram padrdao aumentado com 0,50 £+ 0,4 mm quando comparado aos
animais ZL tratado com DMSO 0,38 £ 0,1 mm. A melhora desse parametro para 0,26
+ 0,2 mm foi observada apés tratamento com LASSBi0-2090. E importante ressaltar
que o tratamento de ratos ZDF com LASSBIi0-2090 reverteu de forma benéfica todos
esses efeitos deletérios da hipertrofia da parede do VE induzida pelo
diabete
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Figura 9. Espessura da parede do VE apos 14 dias de tratamento com LASSBio - 2090.
Dado qualitativo da espessura da parede do VE (A), Espessura da parede anterior de VE
(B), Espessura da parede posterior de VE (C), Espessura relativa da parede (D). *P <0,05 vs
ZL + DMSO. # P <0,05 vs ZDF + DMSO. VE, Ventriculo esquerdo. Os dados representam a

média + E.P.M. (n = 6 ratos por grupo).
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5.3 MELHORA DA DISFUNCAO SISTOLICA E DIASTOLICA VENTRICULAR ES-
QUERDA APOS O TRATAMENTO COM LASSBI0-2090

A fim de averiguar a funcéo sistélica do VE foi medida a fragdo de ejecdo (%),
apresentada na figura 10A, onde os animais ZDF tratados com DMSO apresentaram
valores reduzidos 45,4 + 1,8, comparado aos animais ZL tratados com DMSO (65,6
+ 2,2). Por outro lado, a reversdo completa da fracdo de ejecéo foi observada nos
animais ZDF tratados com LASSBIi0-2090 (61,2 + 1,4). Ja a funcéo diastdlica do VE
foi avaliada por meio da medida da pressdo de enchimento (E/e”) (figura 10B). Os
animais ZDF tratados com DMSO apresentaram aumento de 38, 2 + 0,1, comparado
a 18,0 =+ 1,1 dos animais ZL tratados com DMSO. Tal parametro foi reestabelecido
nos animais ZDF tratados com LASSBIi0-2090, apresentando 17,7 + 2,8 de pressao
de enchimento. Além disso, foi avaliado o débito cardiaco (figura 10C), onde houve
uma reducdo nos animais ZL e ZDF tratados com DMSO de 130,0 £ 10,4 para 70,6
+ 5,2 mL/min. E uma recuperacao deste parametro nos animais ZDF tratados com
LASSBIi0-2090 de 139,1 = 15,5 mL/min, respectivamente. A figura 10D, avaliou a
medida de frequéncia cardiaca dos animais, onde os animais ZL e ZDF tratados com
DMSO apresentaram aumento deste parametro de 282,6 + 6,0 para 395,6 + 24,7
bpm, e uma reverséao total nos animais ZDF tratados com LASSBio-2090 de 315,0 £

18,0 bpm, respectivamente.
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Figura 10. Funcao sistdlica e diastdlica do ventriculo esquerdo 14 dias ap0s o tratamento
com LASSBI0-2090. Fracdo de ejecao (%) (A), Pressdo de enchimento (E/e”) (B), Débito
cardiaco (mL/min) (C), Frequéncia cardiaca (bpm) (D). *P <0,05 vs ZL + DMSO. # P <0,05
vs ZDF + DMSO. Os dados representam a média + EPM (n= 6).

5.4 MELHORA DOS PARAMETROS HEMODINAMICOS APOS O TRATAMENTO
COM LASSBI0-2090

Ao final do protocolo, os parametros hemodinamicos foram obtidos através de
medida invasiva nos diferentes grupos experimentais. Os animais ZDF tratados com
DMSO apresentaram pressao sistdlica, diastolica e média aumentada com 156,0 +
10,3; 109,8 £ 5,0 e 149,9 + 5,3 mmHg, respectivamente (Figura 11). A hipertensao
arterial observada nos animais ZDF foi diminuida com LASSBio-2090 reduzindo a
pressdo média para 112,9 + 4,6 mmHg, valor similar ao registrado para os ZL
tratados com DMSO de 111,6 + 4,1 mmHg.
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Figura 13: Medidas de pressao arterial 14 dias apos o tratamento com LASSBIi0-2090. PAS
(mmHg) (A), PAD (mmHg) (B), PAM (mmHg) (C), *P <0,05 vs ZL + DMSO. # P <0,05 vs
ZDF + DMSO. PAS, pressao arterial sistolica; PAD, pressdo arterial diastolica; PAM,

pressao arterial média. Os dados representam a média + EPM (n= 6).

Posteriormente foi avaliada a pressdo ventricular esquerda dos grupos
experimentais, figura 14. Onde a PSVE (figura 11A) se encontra aumentada nos
animais ZDF tratados com DMSO, 123,6 + 4,7 mmHg quando comparada aos
animais ZL tratados com DMSO 92,4 + 4,1 mmHg. Os animais ZDF tratados com
LASSBIi0-2090 tiveram pressao de 98,6 £ 4,4 mmHg o que indicou melhora da
disfuncéo pelo LASSBIi0-2090. A velocidade de contracdo (figura 11B) nos animais
ZL e ZDF tratados com DMSO foi de 6614,0 + 270,2 e 4506,0 + 329,5 mmHg/s,
respectivamente. A reducgédo induzida pelo DM2 foi recuperada com tratamento de
LASSBIi0-2090 para 7536,0 £ 380,0 mmHg/s. De forma similar, a PDFVE (figura
11C), também estava elevada nos animais ZDF tratados com DMSO com 14,8 + 1,8
mmHg comparado ao grupo ZL tratados com DMSO com 5,0 + 0,8 mmHg, que foi
normalizada para 5,4 = 1,8 mmHg nos animais ZDF tratados com LASSBi0-2090.
Por ultimo, foi realizada a medida da velocidade de relaxamento que estava reduzida
nos animais ZDF tratados com DMSO com -3983 + 810,2 mmHg/s. O tratamento
com LASSBIi0-2090 levou a -6135,0 + 389,7, valor semelhante ao observado nos

animais ZL com -6465 + 432,6 mmHg/s (Figura 11D).
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Figura 11. Medidas de pressdo ventricular esquerda 14 dias ap6s o tratamento com
LASSBIi0-2090. PSVE (mmHg) (A), + dP/dt (mmHg/s) (B), PDFVE (mmHg) (C), - dP/dt
(mmHg/s) (D). *P <0,05 vs ZL + DMSO. # P <0,05 vs ZDF + DMSO. PSVE, presséo sistélica
do ventriculo esquerdo; + dP/dt, variagdo da velocidade de contragdo; PDFVE, presséo
diastdlica final do ventriculo esquerdo; -dP/dt, variacdo de velocidade de relaxamento. Os

dados representam a média £ EPM (n= 6).

5.5 MELHORA DA DISFUNCAO ENDOTELIAL APOS O TRATAMENTO COM
LASSBIi0-2090

A figura 12, ilustra a curva concentracao resposta de relaxamento vascular

induzida pela ACh em anéis de aorta provenientes dos grupos experimentais.

E possivel observar uma diminuicdo no relaxamento méaximo dos animais
ZDF tratados com DMSO (58,0 + 3,5 %) comparado aos animais ZL tratados com
DMSO, 97,5 £ 3,4, promovendo assim o deslocamento da curva para a direita.
Porém, os animais ZDF tratados com LASSBIi0-2090 apresentaram uma melhora da

disfuncéo endotelial devido ao aumento do relaxamento maximo (93,1 + 1,7 %).
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Figura 12: Medida de relaxamento maximo induzido por ACh em anéis de aorta 14 dias
apos o tratamento com LASSBIi0-2090. *P <0,05 vs ZL + DMSO. # P <0,05 vs ZDF + DMSO.
ACh, acetilcolina. Os dados representam a média + EPM (n= 6).

5.6 MELHORA DO REMODELAMENTO E FIBROSE CARDIACA APOS O TRA-
TAMENTO COM LASSBIi0-2090

Foi realizada uma andlise histopatologica de amostras do ventriculo esquerdo
dos animais, a fim de averiguar o remodelamento cardiaco (figuras 13A e 13C), por
meio da contagem de células intersticiais presentes no VE dos animais. Foi possivel
observar um aumento desse parametro nos animais ZDF tratados com DMSO 1,6 +
0,1 (mil/mm?), comparado aos animais ZL tratados com DMSO 1,1 + 0,1 (mil/mm?).
Entretanto, os animais ZDF tratados com LASSBio-2090 1,3 + 0,1 (mil/mm?),
apresentaram normalizacdo deste parametro. Valores semelhantes, foram notados
na medida de area de colageno fracionada, figuras 13B e 13D. Os animais ZL e ZDF
tratados com DMSO apresentaram aumento da fracdo de colageno de 3,5 + 0,5 para
5,6 £ 0,3 (%). Tal parametro foi revertido nos animais ZDF tratados com LASSBIo-
2090 (3,0 £ 0,4 %), respectivamente. Ressaltando que o tratamento com LASSBio-
2090 reduziu significativamente o remodelamento e a fibrose tecidual do VE
conforme representado pelo niamero reduzido de células intersticiais e pelo teor de

coldgeno em coragfes de animais ZDF tratados com DMSO (figura 16; P< 0,05).
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Figura 13. Analise histol6gica do ventriculo esquerdo apés 14 dias de tratamento com
LASSBIi0-2090. Resultado qualitativo das células intersticiais em prancha de HE (A)
Resultado qualitativo fracdo de colageno em prancha de PSR (B), Células intersticiais
(mil/mm?) (C), Fracdo de colageno (%) (D). *P <0,05 vs ZL + DMSO. # P <0,05 vs ZDF +
DMSO. HE, hematoxilina eosina; PSR, picrosirus red. Os dados representam a média +

EPM (n= 6).

5.7EXPRESSAO DE PROTEINAS NO TECIDO CARDIACO

A expressao de proteinas no tecido cardiaco foi determinada através da técnica
de western blot (Figura 14A) para diferentes marcadores inflamatérios. Foi
determinada a expressao de RAGE (figura 14B), um receptor de produtos finais de

glicacdo avancada correlacionado ao aumento de estresse oxidativo e deposicéo de
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MEC no tecido cardiaco. Foi evidenciado o aumento da expressédo de RAGE (figura
14B) nos animais do grupo ZDF tratados com DMSO com (0,90 £ 0,1) e
normalizacdo nos animais ZDF apos o tratamento com LASSBIio-2090 (0,18 + 0,04).
Além disso foi observada a expressdo de TNF- a (figura 14C), uma citocina pré
inflamatodria. Neste estudo os animais ZDF tratados com DMSO apresentaram
aumento da expressao deste marcador (0,98 £ 0,1), e uma reducgéo parcial de tal
parametro nos animais ZDF tratados com LASSBIi0-2090 (052 + 0,1). A figura 14D
ilustra INOS altamente expresso nos animais ZDF tratados com DMSO (1,4 + 0,2), e
uma reversao total nos animais ZDF tratados com LASSBIio-2090 (0,51 £ 0,1). O
marcador da via proliferativa, c-Fos, também foi investigado nos animais ZDF
tratados que se apresentou altamente expresso havendo uma reducdo apds o
tratamento com LASSBI0-2090 (Figura 14E).
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Figura 14. Analise da expressdao de proteinas em tecido cardiaco apos 14 dias de
tratamento com LASSBIi0-2090. Resultado qualitativo da expressao de proteinas moleculares
(A), Expressao de RAGE/GAPDH (B), Expressédo de TNF a/GAPDH (C), Expressao de
INOS/GAPDH (D), Expressao de c-Fos/GAPDH (E). *P <0,05 vs ZL + DMSO. # P <0,05 vs
ZDF + DMSO. GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Os dados representam a
média + EPM (n= 6).
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6 DISCUSSAO
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A sindrome metabdlica (SM) provoca a manifestacdo de diversas doencas
tais como DM2, hipertenséo arterial sistémica e dislipidemia, que conferem aumento
do risco de eventos cardiovasculares (Halpern et al, 2010). Segundo os critérios da
Federacéo Internacional de Diabetes (2018), a caracterizacdo do quadro de SM se
deve a presenca de trés ou mais fatores de risco dentre eles: obesidade; glicemia >
100 mg/dL; triglicerideos > 150 mg/dL; HDL < 40 mg/dL em homens e < 50 mg/dL
em mulheres; e presséo arterial sistolica 2 130 mmHg ou diastdlica 2 85 mmHg (IDF,
2018). Com base nesses dados, este trabalho teve como proposta inicial a
caracterizacdo da SM nos animais ZDF que foram utilizados para a avaliagao
farmacolégica de um novo composto iDPP4, LASSBIi0o-2090. Os animais ZDF
apresentaram sobrepeso, hiperglicemia, hipertenséo arterial e dislipidemia devido
aos altos niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos, confirmando assim a

SM nestes animais.

A enzima DPP4 regula a glicemia pos-prandial e sua inibicdo provoca a
estimulacdo da secrecdo de insulina e inibe a secrecdo de glucagon de forma
dependente da glicose (Mulvihill e Drucker, 2014). Segundo Gupta (2012), os iDPP4
apresentam um efeito modesto na resisténcia a insulina e a¢do neutra em relagéo a
mudanca do peso corporal (Gupta, 2012). A semelhanca dos iDPP4 disponiveis para
uso clinico, LASSBIi0-2090 reduziu os niveis de glicose e insulina plasmatica. Apesar
de ter sido observado uma melhora no perfil lipidico dos animais ZDF tratados com
LASSBI0-2090, este iDPP4 reduziu parcialmente os niveis de triglicerideos, o que
também é descrito para os iDPP4 em uso em alguns ensaios clinicos controlados
randomizados (Neumiller e Setter, 2012). No diabetes, o nivel elevado de lipidios
séricos provoca o risco de doenca cardiaca coronariana (Leite, et al., 2007) e
desempenha um papel importante na patogénese do dano cardiovascular e renal
progressivo (Kasiske et al., 1990; Dominguez et al., 2000; Visconti et al., 2016)

Além do efeito metabdlico, a enzima DPP4 induz efeitos pleiotrépicos, e sua
inibicdo poderia ter um papel fundamental no tratamento de doencas que
apresentam condicdo inflamatoéria associada. Existindo assim, a possibilidade da
inibicdo de DPP4 participar na melhora de CD (Zhong, Rao e Rajagopalan, 2013),
pois esta acdo aumenta os niveis de GLP-1 que ao ativar seus receptores
promovem efeitos anti-inflamatério, anti-aterosclerético e antioxidante (Zerilli e Pyon,

2007; Scheen, 2015). Esta seria a proposta desta dissertagdo em identificar um novo
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IDPP4 que interferisse com a evolucdo da complicacdo cardiovascular em modelo
animal de DM2.

O curso clinico da disfuncéo cardiaca em DM progride de anormalidades
cardiacas subclinicas, como disfuncéo diastélica do VE, para insuficiéncia cardiaca
diastolica grave com fracdo de ejecdo normal e, eventualmente, disfuncdo sistolica
seguida de insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo reduzida (Jia, Whaley-
Connel e Sowers., 2018). O preenchimento diastélico comprometido pode estar
associado a obesidade e ao DM2 e esses fatores sdo caracterizados por distarbios
metabdlicos e estruturais que levam a uma reducdo na complacéncia da parede
ventricular e, posteriormente, um dano no preenchimento passivo do VE (Jia,
Demarco e Sowers., 2016). Na fase tardia da CD, inumeras alteracbes no
metabolismo, hiperativacdo neuro-humoral e fibrose cardiaca prejudicam a
circulacdo coronéria e a funcéo sistolica (Battiprolu et al., 2010; Adeghate e Singh.,
2014). No modelo animal de DM2 utilizado, foi observado através de medidas
ecocardiograficas e pressdo intracavitaria esquerda importantes alteracdes
estruturais e funcionais do VE. Os ratos diabéticos ZDF apresentaram fracao de
ejecao reduzida e aumento da pressao de enchimento (E/e”). Consequentemente o
débito cardiaco do VE foi prejudicado nesses animais, podendo ser justificado
devido ao aumento compensatoério da frequéncia cardiaca. O tratamento de duas
semanas com LASSBI0-2090 proporcionou a melhora significativa das funcdes
sistélicas e diastdlicas, juntamente com um aumento do débito cardiaco e
normalizacdo da frequéncia cardiaca. Esses dados corroboram que o controle
glicémico no DM2 é um mecanismo critico para a prevencao da disfuncdo e
insuficiéncia cardiaca. Além disso, observou-se a melhora da morfologia cardiaca
apos o tratamento com LASSBIio-2090 em ratos ZDF, pois a hipertrofia da parede do
VE foi totalmente revertida. A PSVE e a PDFVE foram maiores animais ZDF tratados
com DMSO do que em animais ZL tratados com DMSO. Entretanto as velocidades
de contracdo (+ dP/dt positivas) e relaxamento (-dP/dt) do VE se encontraram
reduzidas nos animais ZDF, indicando funcdo sistdlica e diastdlica do VE
significativamente prejudicada, um achado que corrobora com os dados
ecocardiograficos. O tratamento com LASSBIi0-2090 conseguiu promover a melhora

destes disturbios hemodinamicos.

Neste trabalho, a disfuncdo endotelial foi confirmada através da reducéo do
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relaxamento maximo induzido por ACh em anéis de aorta dos animais ZDF. Os
fatores como hiperglicemia, hiperinsulinemia e dislipidemia sdo responsaveis pela
disfuncédo endotelial, devido ao estresse oxidativo promovendo assim a morte das
células endoteliais. Além disso, os animais ZDF apresentaram aumento significativo
da PAS, PAD e PAM, configurando um quadro de hipertensao arterial sistémica. A
disfuncdo endotelial presente em condicdo de obesidade e DM2 pode ser
consequente a diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) (Kubota et al.,
2012; Boer et al.,, 2017, Delloro et al., 2017; Shigiyama et al., 2017). O NO
desempenha uma fungdo importante para a homeostase cardiovascular, pois
funciona como um modulador de respostas vasculares, imunes e inflamatorias
(Lunderberg, Gladwin e Weitzberg, 2015). Maior disponibilidade de NO mediada pela
ativacdo da via eNOS/Akt, NO/GMPc pode ser induzida através da inibicdo de
DPP4, e portanto, exercer papel protetor cardiovascular (Shah et al., 2011; Kroller et
al., 2012; Aroor et al., 2013; Manrique et al., 2016) e reducéo da hipertenséo arterial
sistémica. As grandes quantidades de NO no tecido cardiaco sdo consequéncia do
aumento da expressao de INOS (Williamson et al., 1993; Ido, Kilo e Williamson.,
1997). Ratos ZDF tratados com LASSBIio-2090 tiveram uma normalizacdo dos niveis
de iINOS no tecido cardiaco, um beneficio adicional relacionado a reversdo da CD
neste trabalho experimental. Além disso, o tratamento com LASSBIi0-2090 em ratos
ZDF, mostraram uma melhora da funcdo endotelial assim como um efeito
antihipertensivo. Esses resultados validam a importancia farmacolégica inovativa de
LASSBIi0-2090 no contexto do CD.

A hiperglicemia crdnica, observada em pacientes com DM2, leva ao aumento
da geracdo de AGEs (Goldin et al.,, 2006). Ativando assim a via de sinalizacao
AGE/RAGE, a qual proporciona uma alteracdo de depdsito de colageno do tipo | e
do tipo Ill, acimulo de MEC e aumento da producédo de ROS. Além disso a ativagao
desta via leva ao aumento da secrecéo de fator transformador de crescimento beta
(TGF-B), o qual estimula a inflamacéao e sintese génica, acentuando a formacao de
MEC e fibrose em diversos tecidos (Schimidt et al., 1999; Cooper, 2004; Li et al.,
2004; Zhao et al., 2012; Hutchinson et al., 2013). O aumento de ROS por sua vez
leva ao aumento de citocinas inflamatorias, estresse oxidativo e, consequentemente,
aumento de fibrose no miocardio. Todas essas alteracdes geram danos ao tecido

cardiaco, remodelamento e disfuncdo. Nielsen e colaboradores (2009),
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demonstraram que camundongos db/db knockout para RAGE ndo desenvolveram
disfuncéo diastdlica e atenuando a expressao de colageno (Nielsen et al., 2009).
Portanto essa via de sinalizacdo € um fator importante para o desenvolvimento da
disfuncédo cardiaca. Segundos os dados apresentados neste trabalho, os animais
ZDF tratados com DMSO apresentaram maior deposi¢cdo de colageno miocardico,
assim como um numero maior de cardiomiocitos, e aumento da expressao de
RAGE, o que resultou em uma ma adaptacdo do VE (fibrose/remodelacdo) e
hipertrofia. Apds o tratamento com LASSBIio-2090 houve uma diminuicdo na
expressdo de RAGE, normalizacdo da deposicdo de coldgeno e diminuicdo de
células intersticiais. Esses achados podem, em parte, explicar a melhora da funcéo
do VE em ratos ZDF tratados com DMSO.

O efeito cardioprotetor de iDPP4, é mediado pelo aumento dos niveis de
GLP-1, através da ativacdo da via PI3K/AKT, (Huisamen et al., 2010) com melhora
da funcao e morfologia cardiaca, concomitante a reducédo da hiperglicemia e hiperin-
sulinemia (Liu et al., 2010). O envolvimento do GLP-1 para a cardioprotecao pode
ser reforcado pelo fato da delecdo genética de GLP-1R provocar hipertrofia de VE,
disfuncéo diastolica e sistélica (Gros et al., 2003), o que pode ser revertido com o
tratamento com analogo de GLP-1 em modelo animal de obesidade (Noyan-ashraf
et al., 2013). Diversos estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que os iDPP4
melhoram o desenvolvimento e a progresséo da insuficiéncia cardiaca (Boer et al.,
2017; Chou et al., 2017; Jax et al., 2017; Kim et al., 2017; Wang et al., 2017). Assim,
a melhora da fungdo ventricular esquerda dos animais ZDF tratados com LASSBio-
2090 poderia ser justificada pela inibicdo de DPP-4 e aumento dos efeitos citoprote-
tores do GLP-1, que sdo mediados por mecanismos dependentes da ativacdo da
vias PI3K, quinase regulada por sinal extracelular (ERK1 / 2), AMPc, PKA e Akt (Bo-
se et al., 2007; Huisamen, Genade e Lochner, 2008; lwasa et al., 2010; Huisamen et
al., 2011), que inibem o processo de morte celular nos cardiomiécitos, ROS e citoci-

nas pro-inflamatorias (Dokken et al., 2011).

A inflamacao miocardica € uma caracteristica importante no desenvolvimento
da CD (Westermann et al., 2007; Westermann et al., 2009). Através do estresse oxi-
dativo, cardiomiocitos, células endoteliais e fibroblastos exibem um papel na forma-

céo de citocinas pro-inflamatorias (Maan., 2003). O TNF-a € uma das principais ci-
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tocinas pro-inflamatorias responséaveis pela reducéo da contratilidade dos cardiomi6-
citos (Cain et al., 1999; Dorge et al., 2002; Schulz et al., 2004). Foi relatado que o
aumento dos niveis de TNF-a em coragbdes de roedores diabéticos esta significati-
vamente correlacionado com o desenvolvimento da disfuncdo do VE e comprometi-
mento do grau de contratilidade (+ dP/dt) (Westermann et al., 2007; Westermann et
al., 2006). No estudo atual, o LASSBIi0-2090 normalizou a super expressado do TNF-
a em amostras de tecidos cardiados de ratos ZDF. Este efeito benéfico melhorou a
funcdo do VE como representado pela normalizacdo de dados hemodinamico e eco-

cardiogréaficos em animais diabéticos.

Niveis elevados de glicose também podem desregular a estrutura e a funcao
dos cardiomidcitos, em parte por uma via c-fos induzida, contribuindo para o desen-
volvimento da hipertrofia cardiaca, o que leva a CD em ratos (Min et al., 2009). Este
achado esta de acordo com nossos dados mostrando um aumento da expressao de
c-fos no tecido cardiaco de animais ZDF tratados com DMSO. Especificamente, 2
semanas de tratamento com LASSBIi0-2090 reduziram a hipertrofia regional da pa-
rede do VE e que a acdo benéfica do nosso derivado de N-acylhydrazone parece
estar relacionada com redugdes na expressao de c-fos em coragcfes de animais dia-
béticos ZDF.

Como abordado no inicio deste trabalho, o LASSBIi0-2090 foi sintetizado pelo
grupo de pesquisa considerando suas caracteristicas estruturais necessarias para
inibir a enzima DPP4. Adicionalmente, a adicdo de N-acylhydrazone subunidade na
molécula de LASSBI0-2090 era uma estratégia para aperfeicoar seu efeito benéfico
considerando que este grupo quimico tem um papel importante a respeito da promo-
cdo de efeitos anti-inflamatério e cardioprotetores quando adicionados em Vvarios
compostos bioativos, duas acdes importantes que precisam ser consideradas para o
tratamento da CD. Devido a alta prescricdo de inibidores da DPP4, desde 2006
guando a sitagliptina foi aprovada pelo FDA, trabalhos sobre as acdes desta droga
tém sido conduzidos em todo o mundo. Estamos empenhados neste esforco para
descobrir novas abordagens terapéuticas para CD induzida por DM e recentemente
relatou que um composto analégico de LASSBIi0-2090 foi investigado em um modelo
de rato de DM2 de estagio avancado com comorbidades como CD e disfuncao renal,

apresentando uma eficacia superior a sitagliptina quando ambas as substéncias fo-
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ram administradas numa dose equimolar em ratos diabéticos (Alves et al., 2019). Na
verdade, assumimos que o encaixe molecular s6 da informagfes para modelar a
interacdo entre uma pequena molécula e uma proteina. Assim, mais experimentos
Sao necessarios para caracterizar o LASSBIi0-2090 como um inibidor eficaz do
DPP4. No entanto, provamos aqui o potencial terapéutico de LASSBIi0-2090 na cepa
de rato ZDF que tem alta eficiéncia reprodutiva servindo como um modelo animal
mais Util do DM2 (YOKOI et al, 2013).

Em concluséo, as lesdes cardiacas induzidas pelo DM2 em ratos ZDF podem
ser amenizadas pelo tratamento com LASSBIi0-2090, um estudo que pode constituir
uma estratégia terapéutica inovadora para o tratamento dessas condi¢cdes no campo

clinico no futuro.
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7 CONCLUSAO
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O tratamento com LASSBio 2090 promoveu a melhora:

I.  Resisténcia a insulina

Il.  Perfil lipidico
lll.  Hipertensédo arterial sistémica
IV. Disfuncéo cardiaca
V. Disfuncéo endotelial

VI. Perfil inflamatério
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