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1 INTRODUCAO

Aproximadamente 422 milhdes de pessoas em todo o mundo sé&o
acometidas por diabetes e uma perspectiva para 2040 de aproximadamente
600 milhdes (World Health Organization - Campaigns World Health Day 2016),
no Brasil este nimero chega a 12 milhdes (DataSUS, 2012). O numero de
diabéticos estd aumentado em virtude do crescimento e envelhecimento
populacional, maior urbaniza¢do, da progressiva prevaléncia de obessidade e
sedenterismo na populacéo a nivel mundial 1. Quantificar o predominio atual de
DM (Diabetes mellitus) e estimar o niumero de pessoas com diabetes no futuro
€ importante pois possibilita planejar e alocar recursos de maneira racional.

O 6nus com diabetes é crescente a nivel mundial, especialmente nos
paises em desenvolvimento onde a faixa etaria mais afetada é de 40 a 59
anos, idade economicamente produtiva (International Diabetes Federation -
Atlas do diabetes — 2015). E célculos das despesas com o tratamento
ambulatorial dos pacientes diabéticos pelo Sistema Unico de Satde no Brasil
séo da ordem de R$ 6,6 bilh6es / ano com diabetes (DataSUS).

Existem dois tipos principais de DM: tipo 1 (DM1) que se caracteriza pela
destruicdo auto-imune das células beta do pancreas, resultando na deficiéncia
absoluta de insulina e tipo 2 (DM2), resulta da resisténcia a insulina e / ou
secrecdo reduzida de insulina 2, esta corresponde por cerca de 90% dos casos
de diabetes em todo o mundo (WHO) e qual sera o foco do presente trabalho.

A histéria natural do diabetes tipo 2 comeca com a resisténcia a insulina
3. Antes do estabelecimento da doenca, surge uma série de caracteristicas
fisicas e metabdlicas (por vezes acompanhada de hipertensédo, hiperuricemia e
anormalidades nos fatores hemostéaticos) chamado de sindrome metabdlica,
embora estas caracteristicas persistam apés o diagnéstico 3. Acimulo de
lipidios, estresse oxidativo e citocinas pro-inflamatérias causam ativacao de
quinases sensiveis ao estresse com consequente inibicdo da sinalizacdo da
insulina 4. Alterac6es na concentracdo e funcionalidade da insulina promovem
anormalidades no metabolismo lipidico favorecendo as complicacdes

microvasculares e macrovasculares no diabetes °.


https://www.idf.org/

Dentre as principais comorbidades relacionados a progressdo da DM2
esta a nefropatia diabética que responde por aproximadamente 40% dos
novos casos de doenga renal terminal a cada ano ©. A deteccéo precoce de DM
e nefropatia € crucial para reduzir as complicagcbes, a morbidade e a
mortalidade, bem como o impacto social e econdmico que traz junto a si a
doenca DM nessa populagao.

Os riscos cardiovasculares associados com a sindrome metabolica tém
sido relatados 23, bem como a associacdo da diabetes tipo 2 no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares 378, A doenca tornou-se uma
das principais causas de morte prematura na maioria dos paises,
principalmente através do aumento do risco de doencga cardiovascular. Esta é
responsavel por 50 a 80% das mortes em pessoas com diabetes °.

E é bem conhecido que pacientes com DM2 com comprometimento
renal tém um risco aumentado de mortalidade, especialmente um risco maior
de morte cardiovascular (CV), quando comparado a outros pacientes diabéticos

sem insuficiéncia renal 61011,

1.1Cascata de sinalizagcdo da insulina

A insulina, um hormdnio anabdlico, estd envolvida numa série de
processos celulares, ela também estimula o crescimento e diferenciacéo
celular, e promove o armazenamento de substratos em tecido adiposo, figado e
musculo, estimulando a lipogénese, glicogénio e sintese de proteinas, e

inibicdo de lipdlise, glicogendlise e degradacéo de proteinas (Figura 1) 4.
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Figura 1. Ac¢bes da insulina nos principais tecidos sensiveis a insulina. Adaptado de 4.

Entre os periodos de alimentacdo e jejum, a glicose plasmatica
permanece em uma faixa estreita entre 4 e 7 mM em individuos normais. Este
controle rigido é governado pelo equilibrio entre a absorcéo de glicose a partir
do intestino, a producéo pelo figado e absor¢cdo e metabolismo pelos tecidos
periféricos. A insulina aumenta a captacdo de glicose, servindo assim como a
principal reguladora da concentracdo de glicose no sangue. Quando ocorre o
aumento da glicose, a insulina € sintetizada e secretada pelas células [3-
pancreaticas na corrente sanguinea 2.

Sob condicdes fisioldgicas, como mostra a Figura 2, a ligacao da insulina
ao seu receptor desencadeia a fosforilagdo de substratos intracelulares
incluindo a familia dos substratos do receptor da insulina (IRS) que por sua fez
sdo capazes de ativar diferentes vias de sinalizacdo. Duas principais vias sédo
ativadas. A via da mitogen-activated protein kinase (MAPK) / extracellular
signal-regulated kinase (ERK), que regula a expressédo génica e o crescimento
celular, e a via da phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) / Akt, que esta

preferencialmente envolvida na maioria das acdes metabdlicas da insulina 412
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Figura 2. Sinalizacdo da insulina na homeostase. Em condi¢gBes normais ap0s ingesta de
alimentos, célulasl beta pancreaticas secretam insulina que se ligam a seus receptores no
dimero extracelular alfa de membrana do tipo tirosina cinase em tecidos sensiveis a insulina,
ativando-o na unidade alfa (extracelular), promovendo autofosforilagao de residuo de tirosina,
subunidade do dimero beta (intracelular) que serve como ancoramento para proteinas alvo
como isoformas do IRS e consequente ativacdo do (PI3K) — Akt, que regula captacdo de
glicose (por ativagdo da translocacdo da GLUTA4), biossintese de proteina, metabolismo de
lipideos, aumentando sobrevivéncia celular e diminui apoptose. E outra via também ativada
sdo das MAPKs aumentando a proliferacéo celular. Adaptado Artunc F. et al. 2016 4.

A PI3K, estimulada pela insulina, produz um metabdlito que ativa a
proteina quinase B (Akt) e proteina quinase C A1 (PKCMi), o que leva a sintese
de proteina, glicogénio e inibe a lipdlise. PKCMi, que também depende de
lipidios para a ativacéo, pode inibir a sinalizacdo de insulina por um mecanismo
de feedback®. Akt ativada é essecial para a translocacdo da GLUT4
(transportador de glicose), fazendo com que esta se funda a membrana e

ocorra a passagem da glicose do meio extra para o intracelular 43,

1.2Fisiopatologia do Diabetes tipo 2 e acometimento nos rins e coracao

A histéria natural do diabetes tipo 2, como citado, comeca com a
resisténcia a insulina, e este estado pode preceder a um diagndstico por varios
anos 3. O acumulo de lipidios, estresse oxidativo e citocinas pré-inflamatérias
causam ativacao de quinases sensiveis ao estresse com consequente inibicdo
da sinalizacéo da insulina 4. Alteracdes na concentragéo e na funcionalidade da
insulina promovem anormalidades no metabolismo lipidico favorecendo as

complicacdes macrovasculares no diabetes °.
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Num quadro de sindrome metabodlica leva ao desenvolvimento da
resisténcia insulinica que caracteriza-se por falhas das células-alvo em
responder aos niveis normais de insulina circulantes, resultando
hiperinsulinemia inicial compensatoria na tentativa de se obter uma resposta
fisiol6gica adequada %15, Como podemos observar na Figura 3, hiperglicemia,
inflamacéo (liberacéo de interleucinas e TNF-a) e aumento de acidos graxos
livres atuando diretamente em diferentes sitios e ocasiona um aumento da
fosforilacdo das serinas e diminuicdo da fosforilagcdo das tirosinas dos IRS-1,
fosforilacdo anormal dos receptores de insulina. Ou de maneira indireta estes
fatores levam a uma disfuncdo mitocondrial ou uma inducdo do estresse do
reticulo endoplasmaético resultando na ativacéo de reguladores negativos (ERK,
IKK, PKC entre outros) que cronicamente reduz a resposta celular a insulina 4.
Essas alteracBes em 6rgaos sensiveis a acdo da insulina como rins e coragao
desenvolvem comorbidades consequentes do diabtes.

Nos rins, distarbios metabdlicos e alteragcdo hemodinamica ativam o
sistema renina-angiotensina desencadeia sinalizacdo nas células renais, a
exemplo células mesangiais, que medeiam uma resposta celular através da
ativacdo de fatores-chave de transcricdo, como NF-kB. As células renais
podem produzir quimiocinas e citosinas pro-fibréticas. Quimiocinas promovem
o recrutamento de mondcitos a partir da circulacdo, ja macrofagos ativados
podem produzir citocinas pro-inflamatorias e pro-fibroticas, estresse oxidativo
que contribuem para o ciclo de injuria celular e entdo perda de poddcitos,
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular que contribuem para aumentar a
proteindria durante o desenvolvimento e progressdo da nefropatia diabética ©
(Figura 3 A).

Ja nos cardiomiocitos a ativacao pelos distirbios metabdlicos ocasionam
disfungdo mitocondrial, o que leva: 1 ao estresse oxidativo resultando em
comprometimento da sinalizacdo de insulina e 2 estresse reticulo
endoplasmatico o que acarreta manipulacdo anormal de Ca 2* ao que leva a
morte e rigidez dos cardiomiécitos culminando em cardiomiopatia diabética '
(Figura 3 B).

12
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Figura 3. Sinalizacdo da insulina no diabetes. Hiperglicemia, inflamacao (liberacdo de
interleucinas e TNF-alfa) e aumento de acidos graxos livres atuando aumento da fosforilagédo
das serinas, fosforilagdo anormal dos receptores de insulina. Ou de maneira indireta estes
fatores levam a uma disfuncdo mitocondrial ou uma inducdo do estresse do reticulo
endoplasmatico resultando na ativacdo de reguladores negativos que reduz a resposta celular
a insulina. (A) Alteracdes nas células renais e (B) nos cardiomiocitos.

1.3Desenvolvimento de complicagbes no DM2 em associacdo com a

inflamacao crénica

Inimeros marcadores pro-inflamatérios como o fator de necrose tumoral
alpha (TNF-a), interferon gamma (IFN-y), interleucina 1 8 (IL-1B), IL-6, ciclo-
oxigenase 2 (COX-2), proteina cinase ¢ Jun NH2 terminal (JNK), NFkB, MAPK,
IKK, proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR), PI3K, receptores tipo
Toll (TLR), auto anticorpos, caspases e inflamassomas tem sido evidenciados
durante a instalacdo e evolucdo do DM. A inflamacéao tem sido associada tanto
na diminuicdo da sintese e liberacdo de insulina pelas células B como pelo
aumento da resisténcia a insulina (ou diminuicdo da sensibilidade) causando
injaria e disfuncdo nos mais diferentes tecidos 18-2°,

Altos niveis de glicose no sangue sao capazes de induzir danos
vasculares e neurais, mediante uma série complexa de intera¢des que incluem
as vias do poliol (aldose redutase), hexosamina, PKC (Protein kinase C), PARP
(Poly (ADP-ribose) polymerase), AGE/RAGE, ROS (Reactive oxygen species);

13



assim como diferentes vias de sinalizacdo (RAS/RAF/MAPK, PISK/AKT/mTOR
e JNK/STAT), fatores de transcricéo e citosinas pro-inflamatérias 2022,

A insulina, em concentragdes fisiologicas, atua como um vasodilatador e
estimula a producao endotelial de NO. No endotélio, a ativacdo da via PI3K &
capaz de regular a producdo do NO insulino-dependente. A presenca de
resisténcia a insulina, determina um defeito combinado no transporte de glicose
e na vasodilatagdo endotélio-dependente 22.

A ativacdo da via da MAPK, faz com que ocorra um aumento na
secrecdo de endotelina 1 (ET1), caracterizando uma disfuncdo endotelial pelo
desequilibrio entre NO e ET1 22. O MAPK atua como fator estimulador do
crescimento celular. Na vasculatura, medeia a habilidade das células
endoteliais, das células musculares lisas e mondcitos em migrarem. Além
disso, parece mediar a expressao de fatores pro-tromboticos e pro-fibréticos.

Consequentemente, os efeitos resultantes dessa ativacao séo pro-aterogénicos
5,22

Vascular Smooth
Muscles Cell

Endothelium

m—) Sensitation to
vasodilator stimuli PVAT
ROS || TNFa hypertrophy
RNS -6
Ox 5tr FFA

NO Vasodilation

PI3-K/Akt

[ Js—y—

ERK/MAPK
Vasocostriction
Mitogenesis

ET1

Figura 4. Efeitos vasculares da insulina em condi¢des caracterizadas por aumento do estresse
oxidativo e resisténcia a insulina. TAP = Tecido Adiposo Perivascular. Adaptado de 5.

Sob condicéo de hiperglicemica, a glicose no citosol é desviada para a
via do poliol, em que a enzima Aldose Redutase reduz a glicose em sorbitol,
utilizando como cofactor a NADPH a partir da via das pentoses fosfato e este
consumo excessivo culmina na deplecdo do NADPH e resulta na geracao de
ROS (Reactive Oxygen Species). Estes ROS estimula a oxidagdo da
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lipoproteina de baixa densidade (LDL), e ox-LDL, que n&o sao reconhecidas
pelo receptor de LDL e s&o captados por macrofagos que conduzem a
formacdo de células espumosas e placas ateroscleréticas, o que leva a
disturbios vasculares associado ao diabetes 2425,

Producéo excessiva de ROS causam danos induzidos pela hiperglicemia
através da ativagdo de varios mecanismos °, como por exemplo:

1. Aumento de AGEs (Advanced Glycation End products)
formacdo, decorrente da glicacdo nao-enzimatica de proteinas
plasmaticas e 0 que leva ao seu deposito na camada sub-endotelial e
induz disfungdo endotelial. Com efeito, AGEs podem diretamente
inativar o eNO que determinar o impedimento da vasodilatacao
endotélio-dependente 5. Por sua vez, o receptor para a ligacdo de AGE
(RAGE) induz a producdo de ROS, que ativa o NF-kB , causando
multiplas alteracdes patoldgicas na expressédo do gene 27,

2. PKC, proteina quinase C, uma familia de enzima composta
por aproximadamente 15 isoformas 24. Ativacdo persistente de varias
isoformas de PKC implica na diminuicdo da producédo de NO (reducéo
da expressdo de Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) em células de
musculo liso e aumento do VEGF, o que aumenta permeabilidade
vascular °.

3. Via de formacdo de poliois. A via dos poliois € baseada
numa familia de enzimas caracterizadas como aldose redutase (AKR,
aldo-keto reductase) que podem utilizar como substrato uma grande
variedade de compostos carbonilados e pela acdo do fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH, nitric acid adenine
dinucleotide phosphate) que os reduzem em seus respectivos acucares
alcodlicos (poliois). Estas enzimas sao onipresentes com maior
densidade em tecidos excitdveis como células endoteliais, masculos em
geral, glomérulo, neurénios e retina. O consumo do NADPH pela via dos
poliois ird diminuir a sua biodisponibilidade, que por sua vez é o cofator
essencial para a regeneragdo da glutationa reduzida (GSH, reduced
glutathione), um potente sequestrador de ROS (antioxidante), resultando

em aumento do estrese oxidativo e suas consequéncias 8.
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4, Via do fluxo das hexosaminas. A inibicdo de GAPDH
aumenta as concentragfes de F-6-P dentro da célula e sofre acdo da
enzima frutose-6-fosfato-amido-transferase (GFAT, Glutamine fructose-
6-phosphate amidotransferase) convertendo-se em glicosamina-6-P, em
seguida em UDP-N-GIcNAc por orto-glico-n-acilacdo em residuos de
serina e treonina de proteinas citoplasmaticas e nucleares alterando
suas respectivas funcdes causando injlria tecidual 22,

Na retinopatia diabética, as glias, microglias e pericitos (células
vasculares de suporte na retina) aumentam a ingesta de glicose como resposta
a hiperglicemia e outras anormalidades metabdlicas (altos niveis de lipideos no
sangue), incrementando o fluxo de hexosamina, poliol, PKC, PARP e AGE 2°
Isto ocasiona glucotoxicidade e acumulacdo de AGE nas células, que como
resposta, incrementam a producado de ROS, citoquinas (TNFa, IL-1B) e fatores
de crescimento (VEGF, IGF-1), os quais uma vez liberados na retina séo
capazes de regular a apoptoses das células endoteliais e pericitos, além de
estimular leucostasis via inflamacéo e de ocasionar vazamento e crescimento
anormal dos vasos sanguineos da retina (no estado inicial da patologia) 2°-3°,

Estas alteragbes vasculares na retina levam a uma degradacdo da
barreira hemato-retiniana, edema macular, hipoxia (causada pela formacéao de
areas de oclusdo vascular e nédo-perfusdo) e finalmente, a inducdo de
angiogénese associada com o estado proliferativo da retinopatia diabética 3.

Na nefropatia diabética, caracterizada pelo espessamento da membrana
basal glomerular, hipertrofia glomerular e aumento da matriz mesangial, os
desordens metabodlicos e hemodinamicos (sistema renina-angiotensina) geram
estres oxidativo, inflamacao e fibroses, os quais sédo os principais fatores que
contribuem na progresséo da doenca 6.

Hiperglicemia e/ou pressédo alta geram uma produgdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio ROS, o que altera o balanco oxidag&do/reducdo
iniciando um estado de estres oxidativo, 0 que por sua vez promove a ativagao
de NADPH-oxidase (NOX) e PKC, incrementado a formacado de AGE e da via
poliol, que sdo a maior fonte de ROS na nefropatia diabética. Esta cascada
dispara uma série de respostas celulares que incluem a ativacédo de ERK, p38

MAPK, NF- kB e AP-1, que por sua vez incrementam a expressdao de
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guemoquinas proinflamatorias como CCL2, que estimula a infiltracdo de um
maior nimero de macrofagos e mondcitos capazes de produzir citosinas pro-
fibréticas (TGF- B), fatores de crescimento de tecido conetivo (CTGF) e fatores
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) 32,

Véarios fatores tém sido propostos para explicar a patogénese da
cardiomiopatia diabética. Esses fatores incluem distarbios metabdlicos
cardiacos, anormalidades de sinalizacdo subcelular, disfungcdo autondmica,
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, inflamacéo, estresse
oxidativo e resposta imune mal-adaptativa /. A resposta inflamatéria envolve
uma complexa cascata de eventos envolvendo muitos tipos de células que
possuem fungdes inter-relacionadas. A interleucina 6 (IL-6) regula a expressao
da proteina C-reativa (PCR). O tecido adiposo esta associado ao aumento da
producdo de IL-6 e PCR, esses marcadores inflamatérios estam relacionados
a resisténcia a insulina 3. A sinalizacdo inflamatéria nos cardiomidcitos
geralmente ocorre precocemente a resposta a lesdo miocardica e implica
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) mitocondriais 33. A
ativacdo de varias vias de sinalizacdo, como NF-kB, c-jun NH2-terminal
quinase ou p38-MAPK, pode mediar um estado de inflamacéo, que esta ligado
a resisténcia a insulina, desempenhando um papel importante nas
complicacBes diabéticas. De fato, o NF-kB representa um dos mais importantes
mediadores do processo inflamatério. A ativacdo do NF-kB esta associada a
liberacdo aumentada de citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), que esta frequentemente envolvido em danos cardiacos e leva a ativagéo
do NF-kB, contribuindo para a intensificacdo de efeitos adversos no coracéo
diabético 3. Além disso, a superexpressdo cardiaca do TNF-a tem sido

associada a hipertrofia e fibrose cardiaca, bem como a disfuncéo do VE .

1.4 Tratamento do diabetes tipo 2

1.4.1 Classes farmacoldgicas utilizadas atualmente
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As principais classes de hipoglicemiantes orais sdo as biguanidas (ex.
Metformina), sulfoniluréias (ex. Glibenglamida), tiazolidinadionas (ou
glitazonas) e inibidores da a-glicosidase (acarbose) (RANG et al., 2007).

As biguanidas, representadas principalmente pela metformina,
geralmente é o farmaco de primeira escolha %637 por apresentar uma modesta
perda de peso 3. Age no musculo esquelético aumentando a captacdo de
glicose (glicogénese), reduz producdo hepatica de glicose e nos adipdcitos
inibe lipolise e a disponibilidade de &cidos graxos livres (RANG et al., 2007).

Como terapia de segunda linha, as Sulfoniluréias sdo amplamente
utilizadas devido & sua eficacia bem estabelecida e baixo custo, mas com
efeitos adversos como hipoglicemia e ganho de peso . Seu principal
mecanismo de acdo € inibir a abertura dos canais Kartp resultando na
despolarizacdo das células B, subsequente aumento no influxo de calcio
intracelular e, portanto, a promoc¢do da libertacdo de insulina 8. Nos EUA,
esses medicamentos possuem tarja preta, uma preocupacao da FDA por eles
poderem aumentar o risco cardiovascular 3°.

As tiazolidinadionas se ligam o0s receptores intraceluloares
PPARYy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor) que regulam a expressao
de genes que afetam o metabolismo glicidico e lipidico, responsaveis pela
captacdo de glicose mediada por insulina no tecidos periféricos e pela
diferenciacdo de pré-adipécitos em adipécitos (o que contribui para o efeito
indesejavel de ganho de peso) (RANG et al., 2007). Ha relatos também de alta
hepatotoxicidade e efeito negativo na funcdo cardiaca por causar retencao
hidrica 3.

Acarbose e drogas afins séo eficazes por via oral e devem ser tomadas
em conjunto com as refeicGes 38. Estes medicamentos ndo interferem na
secrecdo de insulina, retarda a absorgcéo de carboidratos, reduzindo o aumento
pos-prandial da glicemia. Causa flatuléncia e diarreia (RANG et al., 2007).

Neste contexto, os inibidores da DDP4 e o0s incretinomiméticos
(agonistas de GLP-1) estdo no foco como uma nova classe de agentes anti-
diabéticos, pois demonstram uma baixa incidéncia de hipoglicemia e né&o

provocaram o ganho de peso #°, efeitos secundarios apresentados pelos anti-

18



diabéticos classicos, como a insulina e tiazolidinodiona 4. Além de

apresentarem reducédo em eventos cardiovasculares 4.

1.4.2 Inibidores da DDP4

As incretinas sdo horménios peptidicos secretados a partir do intestino.
As principais sao GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide) e o GLP-1
(glucagon-like peptide-1), responsaveis por aumentar a liberacdo de insulina a
partir de células-B pancreaticas de modo dependente da glicose e estdo
associados com a biossintese de insulina, a proliferacdo de células-p
pancreaticas, e a inibicdo da ingestédo de alimentos 3. Em pacientes com DM2,
ou individuos com intolerancia a glicose (pré-diabetes), esta resposta é
defeituosa, resultando em concentra¢des circulantes reduzidas de GLP-1 pos-
prandial, o qual contribui para uma resposta secretora de insulina atenuada
durante as refeicoes “°.

Porém a meia vida dessas incretinas sdo curtas, pois imediatamente
sdo degradas pela DPP4 (Dipeptidyl peptidases 4) 4. A DPP4 é uma
glicoproteina transmembranar expressa na superficie de varios tipos de células
(pancreas exocrino, rins, tracto gastrointestinal, trato biliar, timo, nodulos
linfaticos, Uutero, placenta, préstata, supra-renal, glandulas sudoriparas,
glandulas salivares e glandulas mamarias) e estd solubilizado em fluidos
corporais (plasma e no fluido cerebrospinal). Possui atividade serino protease
cujos alvos séo substratos péptidos N-terminais contendo prolina ou alanina,
que incluem factores de crescimento, quimiocinas, neuropéptidos, além das
incretinas GLP-1 e GIP 4444,

Atualmente, muitos estudos, tanto em humanos como em modelos
animais estabeleceram inibicdo DPP4, seguido pela elevacdo do GLP-1, como
uma estratégia terapéutica promissora para o tratamento de diabetes 40414547,
Bem como uma acdo protetora destes novos farmacos em relacdo ao
desenvolvimento de complicacdes cardiovasculares 4248 ndo apenas em

pacientes com diabetes 44.

1.5 Planejamento e sintese de novos inibidores da DPP4
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A etapa de planejamento prevé obter compostos hibridos entre o protétipo
LASSBIio-1772, os quais tem apresentado atividade anti-inflamat6ia, embora
seu mecanismo de acdo ainda nao € totalmente elucidado. Segundo citado por
Costa 2013 #° em sua tese de mestrado, o LASSBio-1772 apresentou in vitro
uma atividade moduladora de TNF-a por diminuir sua concentragdo em cultura
de célula de macréfagos perinotiais de camundongo. E a sitagliptina, farmaco
inibidor da enzima dipeptil peptidase 4 (DDP4-i).

A modificacdo do prototipo LASSBI0-1772 implica a aplicacdo da estratégia
de bioisosterismo sobre o grupo éster (subunidade A) que é metabolicamente
instavel e a hibridacdo da subunidade C da Sitagliptina reconhecida pelo sitio
ativo da enzima com as subunidades B do protoétipo LASSBIo (Figura 5). Cabe
mencionar neste ponto que na subunidade B do novo protétipo, o grupo
sulfonilhidrazona sera substituido por um grupo acil hidrazona, isto
aproveitando o bioisosterismo classico entre o grupo sulfona e carbonila. Além
disso se planeja realizar a construcdo de uma serie congénere trocando a
subunidade D pelos anéis apresentados no quadro vermelho, isto com o
objetivo de explorar diferentes tipos de interacdes (eletrostaticas, hidrofébicas,
ligagéo de hidrogénio, etc.) que melhorem o perfil de reconhecimento molecular
do novo protétipo com a enzima alvo.

Subunidade Iabil e ™\
ao metabolismo OCH,

« o Y Lasssio
T NN LoNe I

CF, L. - LASSBIio-1772

Sitagliptina
|C503 0,1 uM Bioisosterismo classico CO x SO,
Hibridagdo Molecular
B
C
Subunidade B’ (retroisostérica) LASSBio-2124
. H
OCH; F N‘N/ F
Novo Composto i \/©: L 4 NH; O
7 N‘N = OCHg' . F Fa 3 F
H s i Troca bioisostérica a”
3 ha subunidade D'
ICsp: 34,3 UM IC5o: 10,0 uM

Figura 5. Planejamento estrutural dos novos protétipos LASSBIo e série congénere. Barreiro E.
& Fraga C. A. M. Quimica Medicinal: As bases moleculares da acao dos farmacos. 3Ed. Porto
Alegre-RS 2015, 347.
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1.5.1 Escolha do novo composto utilizado

Para escolha dos prototipos sintetizados que iria ser utilizado no
presente estudo, foi realizado um ensaio de screening (Cayman chemical) para
detetminacdo da inibicAo da DPP-4, onde a propria sitagliptina foi utilizada
como padrdo de inibicdo. O ensaio consiste na utilizacdo de um substrato
fluorogénico, Gly-Pro-aminometilcumarina (AMC), para medir a atividade da
DPP (IV). A clivagem da ligacédo peptidica por DPP libera o grupo AMC livre,
resultando em fluorescéncia (Figura 6). Ao adicionar os prototipos, foi
observada a inibicdo da reacédo pela diminuicdo da fluorescéncia (Figura 7).
Foram 3 protétipos inicialmente testados: DiFltor, Dicloro e Dimetoxi e 0s seus
respectivos sais. O acréscimo dos sais foram utilizados apenas para melhorar
perfil farmacocinético dos prototipos.

O composto que apresentou melhor resposta, ou seja, resposta mais
proxima a da Sitagliptina foi o composto DiF, e a molécula utilizada para
tratamento no presente estudo foi a DiF-HCI, que ap6s registro na biblioteca de

moléculas do LASSBIo, passou a ser denominada LASSBIi0-2124.
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HaN CHs 2 CH.
v o) . 3
N COOH |j |
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Figura 6. DPP (IV) Ininhibitor Screening Assay kit e curva resposta do padrdo Sitagliptina.
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Dados processados no programa GraphPad Prism 5.0

Figura 7. Curva resposta dos compostos DiF, DiCl e DiMeO. No quadro vermelho esta
representado a molécula do LASSBio0-2124 utilizado no tratamento do presente estudo.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Avaliar efeitos do novo protétipo inibidor de DPP-4 e anti-inflamatério,
LASSBIio-2124, para o tratamento das alteracGes renais e cardiovasculares

decorrentes do DM2 em ratos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do tratamento com o0s protétipos nos parametros
bioquimicos urinarios e plasmaticos;

e Avaliar a estrutura e funcdo cardiacas dos animais através de
ecocardiografia transtoracica, apos tratamento com as substancias;

e Analisar parametros hemodinamicos;

e Avaliar as alteracfes histopatologicas renais;

e Avaliar as alteracBes histopatologicas e imunohistoquimicas do
miocardio;

e Estudo dos mecanismos moleculares relacionados a fisiopatologia do
DM2;

e Avaliacdo histologica da estrutura e composi¢do dos rins através de
métodos de coloracdo em HE, PAS e picrosirius;

e Avaliacdo histoldgica da estrutura de composicdo do coracdo através
das mesmas técnicas de coloracéo e

e Identificar os provaveis mecanismos de acdo dos novos derivados

sulfonilhidrazénicos testados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular e no Laboratério de Farmacologia do Acoplamento Excitacdo-
Contracdo Muscular e com colaboracdo do Laboratério de Avaliacao e Sintese
de Substancias Bioativas pertencentes aos Programas de Pds Graduacao em
Farmacologia e Quimica Medicinal (PPGFQM) e de Pesquisa em
Desenvolvimento de Farmacos do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da
Universidade do Brasil, entdo Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil. As substancias foram sintetizadas no LASSBio
(ICB/UFRJ) e as imagens de ecocardiografia foram realizadas no Centro
Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem (CENABIO/UFRJ).

3.2 Comité de ética

O trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas de Boas
Praticas de Uso em Experimenta¢do Animal, tendo o pesquisador recebido um
treinamento prévio. O projeto foi realizado mediante aprovacdo do Comité de
Etica em Uso de Animais da UFRJ sob o nimero de protocolo DFBCICB0A41.

3.3 Animais e desenho experimental

Nos experimentos foram utilizados ratos Wistar machos pesando
entre 240 e 300 g. Os animais foram provenientes do biotério do Programa de
Pé6s-Graduagdo em Farmacologia e Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sendo mantidos a
temperatura média de 22 + 2°C, ciclo claro e escuro de 12 / 12 h e agua filtrada
ad libitum. Para a inducdo do DM2 foi introduzida uma ragcédo hipercalérica
(PRAGSOLUCOES biociéncias) composta por proteina (kcal%), 20;
carboidrato, 25; gordura, 45, essa dieta foi mantida durante todo o periodo de
avaliacdo. Apds 2 semanas 0s animais mantidos sob esta alimentacdo foram

administrados por via intravenosa de estreptozotocina (STZ), 35 mg / kg, dose
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anica. Em contra partida, os animais do grupo normal receberam durante todo
0 protocolo dieta normal. Os animais diabéticos foram considerados viaveis
para o experimento apds 8 semanas de indu¢cdo com estreptozotocina, 0s que
apresentaram uma glicemia > 250 mg / dL no grupo DM2. Os animais foram
alocados em grupos experimentais (6 animais em cada) de acordo com o
protocolo | e Il ambos o grupo normal e diabético tratado com veiculo (veiculo
da sitagliptina) estavam presentes. No protocolo | o grupo DM2 tratado com
LASSBIio-1772 (22,6 uymol / kg) e Il DM2 + Sitagliptina (22,6 umol / kg) e
DM2 + LASSBIi0-2124 (22,6 ymol / kg), todos receberam tratamento via oral por

duas semanas.

. =6/grupo
Dieta Regular BUFFER Veiculo (VO)

Protocolo | )
Veiculo ou

HED @ LASSBio-1772 (VO)

Protocolo |l

Veiculo, Sitagliptina ou
LASSBi0-2124 (VO)

Semanas
| } 4 naHFD
BL 2 10 12
Peso _/
Peso j Analise plasmatica
Andlise plasmatica Peso Teste de esforgo
Teste de esforgo Andlise plasmatica TOTG
Teste de esforgo Ecocardiografia
TOTG Hemodinamica
Peso Ecocardiografia Reatividade Vasular
Andlise plasmatica Histologia
Teste de esforco Imunochistoguimica
Western Blot

A dose dos protétipos foram calculadas equimolar a dose da sitagliptina de 10 mg/Kg

Figura 8. Delineamento experimental dos protocolos | e 1.

3.4 Andlises de sangue e peso corporal

Durante o periodo de avaliacéo, foi avaliado o ganho de peso ao longo
do tempo. Amostras de sangue foram coletadas da veia caudal dos animais
ap6s um jejum de 12-14 h para analise dos seguintes; glicemia, insulina,
colesterol total e triglicerideos plasmaticos. A glicose foi determinada utilizando
o0 sistema de monitoramento Accu-Chek® (ROCHE, Alemanha), a insulina
utilizando um kit ELISA (Insulin Ultrasensitive ELISA, Alemanha) e colesterol e
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triglicérides foram determinados usando kits colorimétricos (Bioclin, MG, Brasil).
Além disso, a tolerancia a glicose também foi avaliada por dosagem oral de
glicose a 2 g / kg, apés 12-14 h de jejum dos animais, as medidas foram
tomadas antes da administracdo de sobre carga de glicose e em diferentes
momentos apos a administracdo, 15, 30, 60 e 120 min. O HOMA, um modelo
matematico para avaliar a homeostase da insulina e prever a resisténcia a
insulina foi utilizado por uma calculadora fornecida pela Universidade de Oxford

(https://lwww.dtu.ox.ac.uk/homacalculator).

3.5 Parametros renais
3.5.1 Funcgéo renal

Os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas (Tecniplast) que fornecem
amostras para monitoramento metabdlico preciso, com divisores permitindo
separacdo de racado, agua, fezes e urina. Eles foram aclimatados por 24 horas
nas gaiolas e o protocolo foi realizado nas 24 h seguintes. Volume de ingestédo
(mL / dia), volume de urina excretado (mL / dia), fluxo urinario (mL / min),

massa de racéo ingerida (g / dia) e massa de fezes eliminadas (g / dia).
3.5.2 Avaliacao do perfil urinério

A amostra de urina (1 mL) foi coletada em eppendorfs, centrifugada a 13.500
rom por 10 min, repetida 3 vezes. Foi avaliado na urina a proteinuria (mg / ml)
através da utilizacdo do Kit Gold Analisa (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e
analisadas de acordo com o protocolo do fabricante. O fluxo urinario (V) foi
obtido pela seguinte equacéo: V = volume de urina (mL) / 24 horas (1440 min).
Os resultados obtidos foram correlacionados com os achados histolégicos

(descritos abaixo).

3.6 Funcéo Cardiovascular
3.6.1 Pressao Arterial Nao Invasiva

Através do platermégrafo de cauda (Medidor de Pressdo Modelo LE
5001) foram determinados os parametros: pressao arterial sistélica, diastélica e

meédia. Estes animais foram previamente aclimatados no recipiente de
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contencdo. Antes da afericdo, os animais mantiveram-se sob uma fonte de
calor radiante (cerca de 37 ° C). Na porcédo proximal da cauda, colocou o
manguito em combinagcdo com a membrana do transdutor (manguito da cauda),
que foi conectada ao painel digital. O instrumento foi entdo ligado e deixado
estabilizar até que a taxa de pulso estavel fosse observada. Uma vez que o
sinal de "pulso pronto" apareceu, o botdo de presséo arterial foi pressionado e
a pressao arterial sistdlica, diastolica e média foi registrada. A pressao arterial

foi registrada em varios intervalos de tempo.
3.6.2 Funcéao cardiaca avaliada pela ecocardiografia

Ratos Wistar machos foram anestesiados com isoflurano a 4% (96%
02) e mantidos a 1,5-2% (~ 98% 02). A funcao cardiaca foi avaliada por um
sistema de ecocardiografia equipado com um transdutor mecéanico de 10 MHz
(Vevo 770, 30 MHz, Visual Sonics, Canada). Eixo curto e longo B-paraesternais
vista para o ventriculo esquerdo (VE). O débito cardiaco e o volume sistdlico
foram obtidos a partir do eixo longo do modo B, de acordo com o método de
Simpson (Lang et al., 2006). O diametro da artéria e a espessura da parede do
VE foram obtidos no modo-M. Todas as medidas foram obtidas de acordo com

a American Society of Echocardiography Guidelines.
3.6.3 Funcéo cardiaca avaliada por medidas invasivas do ventriculo esquerdo

No final do protocolo os animais foram anestesiados com cetamina e
xilazina (80 e 15 mg / dL, ip), apds a artéria carétida direita foi dissecada e um
cateter heparinizado com solucdo de NaCl (0,96%) foi inserido em um
transdutor de pressdo. (MLT884, ADInstruments). Apds a estabilizacdo da
pressdo arterial, avaliamos a pressao sistolica e a pressao diastélica, para que
o cateter fosse introduzido até o Ventriculo Esquerdo (VE). Foram avaliados os
parametros hemodinamicos intraventriculares, presséo sistélica do ventriculo
esquerdo (PSVE) e pressao diastolica final (PDFVE) e. Todos o0s registros
foram armazenados no computador para posterior analise dos resultados
(Powerlab, ADInstruments, EUA) usando o programa Lab Chart (versao 7.0,
ADInstruments, EUA).
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3.7 Reatividade vascular da aorta

Para avaliar a reatividade vascular dos animais, apds verificacdo da
pressao intraventricular e eutanasia do animal, a por¢do toracica da aorta foi
dissecada e seccionada em anéis de aproximadamente 2-3 mm. Dois anéis de
cada animal foram colocados em hastes experimentais, uma fixo e outra movel,
e colocados em tanques experimentais preenchidos com 20 mL de solucdo
nutritiva modificada de Tyrode constituida de (mM): NacCl, 123; KCl, 4,7; MgCI2,
1,2; KH 2 PO 4, 1,2; dextrose, 11,5; NaHCO3, 15,5; CaCl2, 1.2, continuamente
borbulhada com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantido a
37 e pH 7,4. A voltagem gerada foi digitalizada (Digidata 1322A) e os dados
armazenados em computador para posterior andlise utilizando o programa
AxoScope 8.1 (Axon Instruments, Inc). Apés o periodo de estabilizacdo do
estresse (1g e 4 lavagens de 30 min), o tecido foi exposto a concentracdes
crescentes de fenilefrina (Phe, Phenylephrine, 1 nM - 10 pM), a fim de obter
uma curva de contracdo maxima. O tecido foi entdo exposto a concentracdes
crescentes de acetilcolina (Ach, acetilcolina, 1 nM - 10 yM), a fim de avaliar a
funcdo endotelial através da capacidade de resposta de Ach indicado pelo

relaxamento da artéria.

3.8 Estudos histoldgicos e peso do coracao e rins

Ao final do protocolo experimental os animais foram eutanasiados sob
anestesia e realizado disseccédo da cavidade abdominal e os rins e coracao
antes de serem cortados e armazenados para histologia foram pesados e

esses valores foram normalizados pelo comprimento da tibia de cada animal.

Para andlise histologica, rins direitos e 4pices cardiacos foram fixados
em liquido de Gendre e formol zinco, respectivamente, e embebidos em
parafina. Os blocos de tecido foram seccionados a 5 um e corados para exame

sob um microscépio de luz (Axiostar, Zeiss, Alemanha).

O contetudo de colageno ventricular esquerdo e tubulointersticial foi
analisado com Fiji %051 em cortes corados com picro-Sirius vermelho e
expressos como media da area corada de vermelho em campos de 15-20

(aumento de 400x) sem vasos e glomérulos. As secc¢les renais também foram
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coradas pelo acido periddico de Schiff (PAS) para avaliacdo da leséo tubular e
glomerular. A area mesangial foi medida em 20 glomérulos corticais aleatérios
(aumento de 1000x) e expressa como uma fracdo da éarea de tufos
glomerulares. A leséo tubulointersticial foi analisada em toda a se¢ao por meio
de um escore semiquantitativo baseado na frequéncia e gravidade (0: ausente;
1: minima; 2: leve; 3: moderada; 4: severa) de cinco parametros (edema
intersticial, luminal cilindros, dilatacdo tubular, acumulo de glicogénio

intracelular e lesao epitelial) >2-°6 e assim foi obtido um escore médio.

3.9 Imunohistoquimica

Cortes parafinados de coracdo na porcdo apical foi realizada técnica
imunohistoquimica para avaliar a ativagdo da via da p38-a. Os cortes foram
reidratados e lavados com tampéo fosfato-salina (PBS) por 5 minutos e, apés,
recuperagdo antigénica em tampdao citrato de sédio 10 mM (pH 6,0) por 20
minutos, foi realizado um bloqueio de ligacdes inespecificas com PBS-BSA a
0,1% por 30 minutos. Procedeu-se entdo a incubacdo em camara umida com o
anticorpo primario (anti-p38-a, AbCam, ab7952) diluido a 1:200 em PBS-BSA
0,1% overnight a 4°C. Apos lavagem com PBS, as laminas foram incubadas
em H202 3% para bloqueio de peroxidases enddgenas para em seguida serem
incubadas com o anticorpo secundario (Nichirei, 414191F) diluido a 1:3. A
revelacao foi realizada utilizando-se 3,3’-diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos
e contra-coloracao por 5 minutos em hematoxilina de Harris. Apds desidratacdo
e montagem das laminas, a ativacado de p38 foi analisada pelo percentual de
ndcleos de cardiomidcitos encontrados com coloracdo marrom pela analise de

oito campos no ventriculo esquerdo sob aumento de 1000x.

3.10 Expresséo de proteinas cardiacas
3.10.1 Extracao da proteina tecidual

Extratos de tecido cardiaco foram coletados dos ratos por
homogeneizagdo das amostras em tampéo de lise com inibidores de protease

e congelados em nitrogénio liquido imediatamente até a homogeneizacdo. Os
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tecidos cardiacos foram homogeneizados num homogeneizador de vidro Potter
usando tampé&o de lise (12,5% de sacarose, 20 mM Tris-HCI pH 7,4, 1 mM
EDTA) na presenca de 1 mM de fluoreto de fenilmetanossulfonilo, 1 mM de
benzamidina, 1 mM de ditiotreitol e 1 pg / mL da solucéo inibidora da protease
polipeptica (pepstatina, quimostatina, aprotinina, leupeptina e antipaina). A
mistura obtida foi centrifugada durante 5 min a 1000 x g. Os sobrenadantes
(cerca de 1 mL) foram coletados e congelados a - 80 ° C.

3.10.2 Andlise de Western Blot

As concentracdes totais de proteina em cada amostra foram
determinadas espectrofotometricamente usando o método de Bradford.
Quantidades iguais de proteina (50-100 pg) foram separadas por um gel de
SDS-PAGE a 10% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose usando
um sistema semi-seco (Bio-Rad, EUA). As membranas foram blogueadas com
leite em po6 desnatado a 5% em PBS contendo 0,1% de Tween 20 e incubadas
com anticorpos primarios contra proteinas especificas: SERCA2a, BCL2,
Caspase-3 ativa, RAGE (Abcam), PLB (Santa Cruz Biotecnologia, Dallas,
Texas, EUA ), p-PLB, TNFa e GAPDH (proteina de carga). Os sinais foram
visualizados usando um kit de quimioluminescéncia Super Signal West Pico
(Pierce, Rockford, IL, EUA) e finalmente expostos a filmes radiogréaficos. Os
filmes foram escaneados, e a quantificacdo da densidade de banda de
proteinas normalizada para GAPDH foi medida usando Scion Image Alpha
4.0.3.2 (Scion Corporation, EUA).

3.11 Analise estatistica

Os resultados sdo expressos como média * SEM. As analises
estatisticas foram realizadas usando analise de variancia unidirecional, analise
de variancia bidirecional e teste de comparacdo mdultipla quando apropriado e
teste t. O nivel minimo aceitavel de significancia foi P <0,05. As analises foram
realizadas utilizando o GraphPad Prism, versdo 6 (GraphPad, San Diego, CA,
EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Andlises de sangue e peso corporal

Durante o periodo de avaliacdo, os animais dos diferentes grupos
experimentais foram pesados, com ganho de peso ao longo do tempo, mas nao
houve diferenca significativa entre os grupos experimentais, indicando que a
inducdo do DM tipo 2, bem como o tratamento do grupo DM2 com a sitagliptina
nao influenciou o ganho de peso desses animais (Figura 9 A Protocolo | e
Figura 10 A I).

O nivel de glicose (mg / dL) foi aumentado de 100,8 + 3,14 para 423,5
+ 8,1, ap0s o estabelecimento do DM2 e o tratamento Com LASSBIi0-1772
reduziu apenas parcialmente para 300 + 15,63 com sitagliptina e novo
composto reduzido para 319,8 £ 13,2 e 279,7 £+ 17,8, respectivamente. Duas
horas apés o TOTG, o nivel plasmatico de glicose voltou ao normal em animais
diabéticos tratados com LASSBIio-1772, sitagliptina ou composto. O novo
inibidor também reduziu os niveis de colesterol e triglicérides (mg / dL) de 76,8
+ 8,0 para 42,7 + 3,2 e de 229,7 £ 25,4 para 100,7 + 17,1, respectivamente. O
nivel de insulina (pmol / L) diminuiu em animais diabéticos de 102,5 + 3,6 para
36,5 + 0,6 e recuperou para 57,40 + 5,12, 71,2 + 8,7 e 57,1 £ 9,1 apos
tratamento com LASSBIio-1772, sitagliptina e composto, respectivamente
(Figura 9 B — F Protocolo | e Figura 10 B — F Protocolo I1).

A partir dos dados de insulina e glicose plasmatica, foi calculado o
indice HOMA-IR (modelo de avaliacdo homeostética). De acordo com a Figura
9 G Protocolo | e Figura 10 G Protocolo Il (resisténcia & insulina) do grupo DM2
tratado com veiculo aumentou (7,8 + 3,5) quando comparado ao grupo controle
(1,8 + 0,1), indicando resisténcia a insulina nesses animais. No entanto, o
tratamento com o composto reduziu este valor para um valor semelhante ao do
grupo normal (1,6 + 0,2) e com uma diferenca significativa do tratamento com
sitagliptina (3,4 + 0,5). Ja o tratamento com LASSBIio-1772 ndo apresentou
nenhuma melhora nesse parametro. O HOMA-IR tem sido utilizado para o
diagnéstico de DM2 e sindrome metabdlica, que sdo mais frequentemente

acompanhados de obesidade, como vimos em nossos grupos de DM2, bem
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como aumento dos niveis de colesterol total, hipertensdo e outras disfuncdes
cardiovasculares.
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Figura 9 (Protocolo 1). Analise de sangue demonstrando distarbio metabdlico e peso
corporal. (A) Peso corporal e analise do sangue: (B) Glicose plasmatica, (C) Teste oral de
tolerancia a glicose ap6s 2 semanas de tratamento oral, (D) Colesterol e (E) Triglicerideos. A
(F) insulina 10 semanas de protocolo e tratamento por via oral apds 2 semanas. Apds o calculo
do indice HOMA obtivemos a (G) Resisténncia insulinica. Os dados representam a média +
S.E.M. (n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo; & P
<0,05 vs. DM2 + Sitagliptina; P <0,05 vs. 120 min. Analise por two-way e one-way ANOVA
seguido pelo teste post-hoc de Tukey. HFD = High Fat Diet; STZ = Estreptozotocina; PT =
protocolo terapéutico.
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Figura 10 (Protocolo Il). Andlise de sangue demonstrando distlrbio metabélico e peso
corporal. (A) Peso corporal e analise do sangue: (B) Glicose plasmatica, (C) Teste oral de
tolerancia a glicose ap6s 2 semanas de tratamento oral, (D) Colesterol e (E) Triglicerideos. A
(F) insulina 10 semanas de protocolo e tratamento por via oral ap6s 2 semanas. Apés o célculo
do indice HOMA obtivemos a (G) Resisténncia insulinica. Os dados representam a média *
S.E.M. (n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo; & P
<0,05 vs. DM2 + Sitagliptina; ' P <0,05 vs. 120 min. Analise por two-way e one-way ANOVA
seguido pelo teste post-hoc de Tukey. HFD = High Fat Diet; STZ = Estreptozotocina; PT =
protocolo terapéutico.

4.2 Teste de esteira

ApOs o protocolo experimental do DM2, houve uma diminui¢cdo
significativa nos parametros avaliados no teste de esteira, mas apds duas
semanas de tratamento nenhuma das substancias (LASBio-1772, sitagliptina

ou LASSBI0-2124) foi capaz de recuperar (dados ndo mostrados).

4.3 Parametros Renais
4.3.1 Aspectos funcionais

Os animais diabéticos mostraram uma elevada polidria com um
aumento do fluxo urinario (Figura 11 A Protocolo | e Figura 12 A Protocolo 1)
de 0,009 + 0,0001 para 0,09 + 0,003 (mL / min). Curiosamente, apenas 0
tratamento de animais diabéticos com LASSBIi0-2124 reduziu parcialmente

para 0,07 + 0,005 (mL / min, P <0,05). Amostras de urina foram coletadas para
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Matrix mesangial

(% area do tufo)

avaliar as composi¢cdes bioquimicas, como proteinuria (mg / 24 horas) (Figura
11 B Protocolo | e Figura 12 B Protocolo Il). Estes parametros aumentaram
para 23,7 + 1,5 (mg / 24 horas) em compara¢cdo com 0 grupo veiculo e uma
proteindria significativamente reduzida foi observada no grupo LASSBi0-2124
(13,3 + 2,8, P <0,05). No ponto final, o protocolo experimental de peso dos rins
(dados ndo mostrados) apresentou um aumento na massa que apenas 0

tratamento com LASSBIi0-2124 foi capaz de reduzir totalmente (P <0,05).

4.3.2 Avaliacao histoldgica

As 12 semanas, os ratos diabéticos mostraram uma evidente
expansdo da matriz mesangial glomerular quando comparados aos animais
nao diabéticos (Figura 11 C, P <0,05 Protocolo | e Figura 12 C, P <0,05
Protocolo Il) e tanto o LASSBIi0-1772, a sitagliptina quanto o LASSBio-2124
dificultaram sua progresséo (P <0,05 vs. veiculo diabético).
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Figura 11 (Protocolo 1). Andlise funcional e histolégica renal. Fluxo urinario (A) e
proteindria de 24 horas (B). Expansdo mesangial acentuada (C) foi encontrada apenas em
animais diabéticos tratados com veiculo (P <0,05 vs. Normal). Fra¢des de colageno (D), injurias
tubuloinstersticiais (E) e média das injdrias ranqueadas em scores (F) (P <0,05 vs. DM2 +
Veiculo). Analise por ANOVA two-way e ANOVA one-way seguido pelo teste post-hoc de
Tukey. * P <0,05 vs. Normal + Veiculo e # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo.
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Figura 12 (Protocolo Il). Analise funcional e histolégica renal. Fluxo urinrio (A) e
proteindria de 24 horas (B). Expansdo mesangial acentuada (C) foi encontrada apenas em
animais diabéticos tratados com veiculo (P <0,05 vs. Normal). FracBes de colageno (D) e
média das injurias ranqueadas em scores (E) (P <0,05 vs. DM2 + Veiculo). Imagens
representativas de glomérulos corticais (F, coloragdo PAS; barra: 25 um) e epitélio tubular (G,
coloragdo PSR, barra: 50 ym e H, coloragdo PAS, barra: 100 ym) mostrando alteracdes
histolégicas em animais diabéticos. Andlise por ANOVA two-way e ANOVA one-way seguido
pelo teste post-hoc de Tukey. * P <0,05 vs. Normal + Veiculo e # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo.

4.4 Funcéao Cardiovascular

4.4.1 Pressao Arterial Nao Invasiva

Na pressdo ndo invasiva através do plestimografo de cauda, no

Protocolo I, LASSBIio-1772 reverteu parcialmente os parametros de pressao

sistélica e presséao diastolica (Figura 13 A e B, respectivamente), enquanto ndo

teve alterac@o com o tratamento na presséao arterial média (Figura 13 C).

Ja o novo composto, LASSBIi0-2124 reverteu todos 0s parametros.

Apresentou respostas semelhantes na pressdo arterial ndo invasiva em

comparacao ao farmaco ja utilizado na pratica clinica, a sitagliptina. Na presséo

sistélica diminui de 219,9 + 7,8 (mmHg) para 143,8 + 12,4 (mmHg) e na

pressao diastolica de 162,1 + 7,02 (mmHg) para 111,5 + 9,02 (mmHg) (Figura

14 A e B, respectivamente). O mesmo podemos observar na pressao arterial

média (Figura 14 C).
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Figura 13 (Protocolo I). Pressdo nao invasiva. (A) Pressao Arterial Sistdlica, (B) Pressao
Arterial Distdlica e (C) Pressao Arterial Média (PAM). Os dados representam a média + S.E.M.
(n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo e # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo.
Analisado por ANOVA two-way seguido pelo teste post-hoc de Tukey.
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Figura 14 (Protocolo Il). Pressdo néo invasiva. (A) Pressdo Arterial Sistélica, (B) Pressdo
Arterial Dist6lica e (C) Pressao Arterial Média (PAM). Os dados representam a média + S.E.M.
(n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo e # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo.
Analisado por ANOVA two-way seguido pelo teste post-hoc de Tukey.

4.4.2 Morfologia cardiaca avaliada pela ecocardiografia

A espessura da parede anterior do ventriculo esquerdo (VE) foi
quantificada em diastole e demonstrou diminuicdo para o grupo DM2 tratado
com veiculo de 2,00 £ 0,21 mm (grupo nao-diabético) para 1,48 + 0,09 mm,
porém nenhum tratamento foi capaz para reverter (Figura 15 A Procolo | e
Figura 16 B Procolo Il). Na espessura da parede posterior ha também uma
reducdo de 2,36 £ 0,09 mm (grupo nao-diabético) para 1,55 = 0,09 mm no
grupo tratado com veiculo, mas o LASSBIi0-1772 reverteu esse parametro para
2,35 + 0,23 mm (Figura 15 B Protocolo I) e LASSBi0-2124 1,95 = 0,08 mm
(Figura 16 C Potocolo I). No diametro diastélico do VE diastdlico aumentou de
7,88 £ 0,24 mm para 9,04 + 0,11 mm no grupo Veiculo e o LASSBio-1772

diminuiu este parametro para 7,90 £ 0,43 mm (Figura 15 C Protocolo I). Ja
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LASSBIio-2124 reverteu este parametro (semelhante ao grupo tratado com

sitagliptina) para 8,24 + 0,05 mm (Figura 16 D Protocolo II).

Quando a espessura da parede posterior foi normalizada com o
diametro interno na diastole do VE, o parametro encontrado foi a espessura
relativa da parede (Figura 16 E Protocolo II) que mostrou reducdo no grupo
veiculo 0,36 £ 0,008 mm em relacéo ao grupo normal 0,56 + 0,04 mm, revertida
apenas no grupo DM2 + LASSBIio0-2124 para 0,49 £ 0,02 mm. Através dessas
analises, a massa do VE foi calculada, porém nenhuma alteracdo foi observada
(Figura 16 F Protocolo II).
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Figura 15 (Protocolo I). Morfologia do coracdo medida pela ecocardiografia. Dimensdes
do ventriculo esquerdo: (A) espessura da parede anterior, (C) espessura da parede posterior,
(D) diametro diastélico do VE, (E) espessura relativa da parede e (F) massa ventricular
esquerda. O peso do coragdo (G) ndo foi normalizado pelo comprimento da tibia. Os dados
representam a média = S.E.M. (n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P
<0,05 vs. DM2 + Veiculo. Analise por ANOVA one-way seguido pelo teste post-hoc de Tukey.
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Figura 16 (Protocolo Il). Morfologia do coracdo medida pela ecocardiografia. Dimensdes
do ventriculo esquerdo (A) imagens em modo M da (B) espessura da parede anterior, (C)
espessura da parede posterior, (D) didametro diastélico do VE, (E) espessura relativa da parede
e (F) massa ventricular esquerda. O peso do coracdo (G) ndo foi normalizado pelo
comprimento da tibia. Os dados representam a média + S.E.M. (n = 6 ratos por grupo). * P
<0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo. Analise por ANOVA one-way seguido
pelo teste post-hoc de Tukey.

4.4.3 Funcao cardiaca avaliada pela ecocardiograma

O ecocardiograma também foi utilizado para avaliacbes da funcao
sistolica e diastdlica. Na funcdo sistolica, o débito cardiaco (Figura 17 A
Protocolo | e Figura 18 A Protocolo Il) apresentou diferenca significativa entre o
grupo normal e o grupo DM2, mas nenhum tratamento reverteu esse
parametro. A fracdo de ejecéo (Figura 17 B Protocolo | e Figura 18 B Protocolo
Il) permaneceu preservada entre todos os grupos. Na funcdo diastdlica, foi
detectada disfuncdo diastolica, pois 0 E (mm / s) maximo aumentou de 825,8 +
62,22 para 1038 = 65,53 e normalizou-se parcialmente com o LASSBIio-1772 e
totalmente com o novo inibidor da DPP-4, 861,70 £ 67,61 (Figura 17 C
Protocolo 1) e 688,4 + 41,0 (Figura 18 E Protocolo Il), respectivamente. No
Doppler tecidual, ha uma diminuicdo em e 'de 102,5 + 7,59 para 73,89 + 4,70
(Figura 17 E Protocolo | e Figura 18 F Protocolo Il), mas nao foi revertida com

os tratamentos. A pressdo de enchimento, correspondente a relagdo E / e ',
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aumentou de 8,17 £ 0,68 para 14,25 + 1,04 nos animais DM2 + Veiculo e que o
grupo tratado no protocolo | com o LASSBIio-1772 diminuiu apenas para 11,42
+ 1,04 (Figura 17 E) e com LASSBIi0-2124 reverteu para 8,58 = 0,93 similar ao

do farmaco sitagliptina (Figura 18 G Protocolo II).
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Figura 17 (Protocolo 1). Fungdo cardiaca medida pela ecocardiografia. A fungdo cardiaca
foi avaliada com funcéo sistdlica: (A) débito cardiaco e (B) fracdo de ejecdo. A funcéo diastolica
foi detectada com os ecocardiogramas Doppler do fluxo mitral onde observou-se (C) onda E e
com Doppler tecidual (D) onda ’e (E) E / €’. Os dados representam a média + S.E.M. (n = 6
ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo. Analise por
ANOVA one-way seguido pelo teste post-hoc de Tukey.
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Figura 18 (Protocolo Il). Func¢ao cardiaca medida pela ecocardiografia. A funcdo cardiaca
foi avaliada com fungéo sistdlica: (A) débito cardiaco e (B) fragdo de ejecdo. A funcgédo diastolica
foi detectada com os ecocardiogramas (C) Doppler do fluxo mitral e (D) Doppler tecidual. Os
parametros observados foram: (E) onda E, (F) e ’e (G) E / €'. Os dados representam a média +
S.E.M. (n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo.
Analise por ANOVA one-way seguido pelo teste post-hoc de Tukey.

n
o

4.4.4 Funcéao cardiaca por medidas invasivas do ventriculo esquerdo

A pressao sistolica e diastélica final do VE (mmHg) foi aumentada (de
87,90 + 535 e 7,81 £ 1,16 para 138,1 £ 4,79 e 44,79 = 531) em animais
diabéticos e ambos os parametros foram revertidos por sitagliptina (90,79 +
3,99 e 6,98 £ 1,26) e composto (107,9 + 7,08 e 6,52 + 1,13) (Figura 20 B e C
Protocolo ). Porém no Protocolo | o LASSBio-1772 reverte apenas pressao
diastélica final do VE (mmHg) (Figura 19 A e B).
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Figura 19 (Protocolo I). Funcao cardiaca medida por medidas invasivas da frequéncia
cardiaca. LVSP representativo (A), (B) + dP / dt, (C) LVEDP e (D) -dP / dt. Os dados
representam a média + S.E.M. (n = 6 por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs.
DM2 + Veiculo. PSVE, Pressao Sistélica do Ventriculo Esquerdo e PDFVE, Presséo Diastdlica
no Ventriculo Esquerdo. Analise por ANOVA one-way seguida do teste post-hoc de Tukey.

Comparado com nao-diabéticos, os animais diabéticos mostraram um
decréscimo +dP / dt max (P <0,05 vs. DM2 + Veiculo), porém o LASSBi0-2124

reverteu o -dP / dt max (Figura 20 D, E Protocolo II).
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Figura 20 (Protocolo Il). Fungdo cardiaca medida por medidas invasivas da frequéncia
cardiaca. (A) Hemodinamica Intracavitaria Esquerda. LVSP representativo (B), (C) + dP / dt,
(D) LVEDP e (E) -dP / dt. Os dados representam a média + S.E.M. (n = 6 por grupo). * P <0,05
vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo. PSVE, Pressédo Sistélica do Ventriculo
Esquerdo e PDFVE, Pressao Diastolica no Ventriculo Esquerdo. Analise por ANOVA one-way
seguida do teste post-hoc de Tukey.

4.5 Reatividade vascular da aorta

Apenas o veiculo foi deslocado para a direita da curva do anel adrtico
em comparacdo ao grupo nao-diabético, demonstrando uma resposta reduzida
a ACh, indicando possivel disfuncdo endotelial. No entanto, os anéis adrticos
de animais DM2 que foram tratados com sitagliptina e composto LASSBIio-2124
demonstraram uma resposta aumentada a ACh com o deslocamento da curva
para esquerda (Figura 21 Protocolo | e Figura 22 Protocolo 1), uma resposta
parcial com o LASSBIi0-1772. Na Tabela 1, calculamos o relaxamento maximo
induzido por Ach e a concentracdo excitatéria média (EC50) da ACh nesses
mesmos anéis adrticos. Diminuindo nos grupos DM2 quando comparado ao

grupo normal em relacdo ao relaxamento maximo, enquanto a EC50 do DM2 +
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veiculo esta aumentado e o tratamento com LASSBIi0-2124 apresentou uma
resposta igual ao tratamento com sitagliptina. O tratamento com LASSBi0-2124
melhorou o relaxamento da aorta induzida pela acetilcolina de animais
diabéticos com eficacia e poténcia similares a sitagliptina, um farmaco ja
utilizado na pratica clinica, indicando a recuperacéo da disfuncdo do endotélio

induzida por DM2.
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Figura 21 (Protocolo I). Reatividade vascular da aorta. Os dados representam a média +
S.E.M. (n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo.
Andlise por ANOVA two-way seguido pelo teste post-hoc de Tukey.
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Figura 22 (Protocolo Il). Reatividade vascular da aorta. Os dados representam a média +
S.E.M. (n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2 + Veiculo.
Analise por ANOVA two-way seguido pelo teste post-hoc de Tukey.
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Tabela 1. Efeitos dos tratamentos na reatividade vascular da aorta.

Grupos % Relaxamento  ECs, (UM)
Normal + Veiculo 95019 0,10 £ 0,02

DM2 + Veiculo 68,0 + 4,0* 1,5+09

DM2 + LASSBIio-1772 70,5+ 4,5* 0,4 +0,02
DM2 + (R)-Sitagliptina 91,5 £ 3,6% 0,2+0,06
DM2 + (RS)-LASSBio-2124 87,1 + 3,6% 0,1+0,02

Cada valor representa a média = S.E.M (n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo;
# P <0,05 vs. DM2 + Veiculo; & P <0,05 vs. DM2 + Sitagliptina.

4.6 Avaliacdo histologica e imunohistoquimica dos tecidos cardiacos e

peso

Um aumento no colageno intersticial foi encontrado na parede livre do
VE de animais diabéticos quando comparado aos normais (Figura 23 A
Protocolo | e Figura 24 B Protocolo Il, P <0,05). Ambos os tratamentos
preveniram sua deposi¢do (P <0,05, vs. DM2) e mantiveram a é&rea de

colageno em niveis normais.
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Figura 23 (Protocolo I). Fracdo de colageno e peso do coracdo. A fracdo de colageno
obtido através da coloracdo picrosirius, resultado demonstrado no grafico A e peso do coragéo
normalizado pelo comprimento da tibia. Valores representados como média + E.P.M.
(n = 6 ratos por grupo). * P < 0.05 vs. Normal; # P < 0.05 vs. DM2 + Veiculo. Analise por one-
way ANOVA seguido por Tukey’s post-hoc test.
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Na avaliacdo imunohistoquimica, realizada apenas no protocolo I, a p38
a MAPK apresentou um aumento em comparagdo aos animais normais porém
nenhum dos tratamento foi capaz de reverter este parametro (Figura 24 C
Protocolo II, P <0,05).

Apés a eutanasia dos animais, o0 grupo DM2 + Veiculo apresentou
aumento da massa cardiaca ap6s normalizacdo pelo comprimento da tibia de
cada animal (Figura 24 D Protocolo Il) de 4,15 £+ 0,08 (g / mm) (Normal) para
459 = 0,08 (g / mm) e somente LASSBIio-2124 foi capaz de reverter
completamente (3,83 + 0,11 g/ mm, P <0,05).

[ Normal + Veiculo

Normal + DM2 + DM2 + DM2 + )
Veiculo Veiculo (R)-Sitagliptina (RS)-LASSBio-2124 Il DM2 + Veiculo
B4 DM2 + (R)-Sitagliptina
PSR I DM2 + (RS)-LASSBio-2124
., R 3
/ S § g
4 w o £
49 | — e | :5
B — S g o §
AN A y IHQ § Ao
i [ o . [0
| £ o

E

Coracéo / tibia (g/mm)

Figura 24 (Protocolo Il). Fracdo de coladgeno, imunohistoquimica e peso do coragéo.
Podemos observar A deposicdo de codgeno nos tecidos cardiacos através da coloracdo
picrosirius e abaixo a imunohistoquimica de tecido cardiaco embebido em parafina, mostrando
localizacdo nuclear da Phospho-p38 a MAPK. e os gréficos de B fracdo de coldgeno, C p38
nuclear nos cardiomiocitos e D peso do coragdo normalizado pelo comprimento da tibia.
Valores representados como média + E.P.M. (n = 6 ratos por grupo). * P < 0.05 vs. Normal; # P
< 0.05 vs. DM2 + Veiculo. Analise por one-way ANOVA seguido por Tukey’s post-hoc test.

4.7 Expressao de proteinas cardiacas

Andlises de Western blot de tecidos cardiacos mostraram que ho
diabético o TNF-a foi superexpresso em coragdes de ratos DM2 (P <0,05 vs.
nao-diabéticos) e parcialmente recuperado com sitagliptina e LASSBio-2124
(DM2 + veiculo vs. DM2 + LASSBIi0-2124, P <0,05, Figura 26 B). O mesmo
ocorre com a caspase 3, mas apenas o LASSBIio-2124 se recuperou

completamente (DM2 + veiculo vs. DM2 + LASSBio-2124, P <0,05, Figura 26
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C). A regulacdo negativa de BCL2 foi significativamente no coracdo diabético
(DM2 + veiculo vs. Normal, P <0,05, Figura 26 D). A expressao relativa de PLB
(DM2 + Veiculo vs. Normal, P <0,05). Este parametro foi normalizado apds
tratamento com sitagliptina e LASSBIio-2124 (DM2 + veiculo vs. DM2 +
LASSBIi0-2124, P <0,05, Figura 26 H).
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Figura 25 (Protocolo I). Expressao de proteinas cardiacas. Quantificacdo de expresséo de
(A) TNFa (n = 3), (B) Caspase 3 ativa (n = 3), (C) Bcl-2 (n = 4), (D) RAGE (n = 2), (E) SERCA
2A (n = 3), (F) fosfolambam (n = 3), (G) p-fosfolambam (n = 2), (H) p-PLB / PLB (n = 2). O
GAPDH foi usado para normalizagdo. Os dados representam a média + S.E.M. (n = 6 ratos por
grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2+ Veiculo.
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Figura 26 (Protocolo Il). Expressédo de proteinas cardiacas. (A) Western blot representativo
de TNFa, Caspase 3, Bcl-2, RAGE, SERCA, Phospholamban e P-fosfolamban. Quantificacéo
de expressédo de (B) TNFa (n = 3), (C) Caspase 3 ativa (n = 3), (D) Bcl-2 (n = 4), (E) RAGE (n =
2), (F) SERCA 2A (n = 3), (G) p-fosfolambam (n = 3), (H) fosfolambam (n = 2), (I) p-PLB / PLB
(n = 2) e expressdo tipica de GAPDH de ratos normais, tratados com Veiculo, sitagliptina e
LASSBIi0-2124. O GAPDH foi usado para normalizagdo. Os dados representam a média +
S.E.M. (n = 6 ratos por grupo). * P <0,05 vs. Normal + Veiculo; # P <0,05 vs. DM2+ Veiculo.
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5 DISCUSSAO

A sindrome metabdlica é um quadro pré-existente no diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) e estd presente durante todo o curso da doenca e desencadeia,
dentre outros, processos inflamatorios. Por causa disso, o DM2 é considerado
uma doenca pro-inflamatoria. A inflamacdo é o fator desencadeante de
alteracbes na micro e macrovasculatura que culmina na fisiopatologia da
cardiomiopatia e nefropatia diabética 5716:58-60 e esta intimamente relacionado
com a deposicéo de gordura.

Em nossos dados, o novo composto reduziu a hiperglicemia e a
intolerdncia a glicose melhor do que a sitagliptina. Os inibidores da DPP-IV,
como a sitagliptina, suprimem a atividade da DPP-IV e, consequentemente,
prolongam a meia-vida do GLP-1. O GLP-1 é responséavel por pelo menos 50-
70% da secrecdo de insulina pés-prandial, melhorando o controle glicémico por
um mecanismo dependente de glicose ©*.

De acordo com os critérios do WHO (World Health Organization) e do
NCEP (National Cholesterol Education Program) para o diagnostico de
sindrome metabdlica, a mudanca no perfil lipidico sugere uma dislipidemia e 3
dos 5 fatores diagnésticos (Circunferéncia abdominal: homens > 102 cm e
mulheres > 88 cm; Triglicerideo: > 150 mg/dL; HDL: homens < 140 mg/dL e
mulheres < 50 mg/dL; Presséo arterial: > 130 mmHg / > 85 mmHg e Glicose:
> 100 mg/dL) presentes qualificam um paciente para sindrome metabdlica °2.
Esses dados foram observados nos animais utilizados neste estudo apds a
inducdo do DM2, pela dieta hipercalérica apdés a injecdo de baixa dose de
estreptozotocina (HFD-STZ), que mostrou niveis elevados de triglicérides
séricos e colesterol total, corroborando com um dos critérios diagnosticos de
sindrome metabdlica. Outros trabalhos com modelos semelhantes ao utilizado
no presente estudo também encontraram valores significativamente maiores de
triglicerideos e colesterol 64 Os mecanismos para este controle lipidico
podem estar relacionados ao efeito do GLP-1 na absorcdo e metabolismo
lipidico 476> com um mecanismo duplo anti-inflamatério, que foi demonstrado
em estudos anteriores como um mecanismo inibitério para o acumulo de
lipidios 57:66:18,
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O HOMA-IR tem sido utilizado para o diagnostico de DM2 e sindrome
metabdlica, que sdo mais frequentemente acompanhados de obesidade, como
vimos em nossos grupos de DM2, bem como aumento dos niveis de colesterol
total, hipertensédo e outras disfuncdes cardiovasculares. O aumento da glicemia
no grupo diabético mostrou uma reducdo maior com o0 uso do novo composto,
que refletiu na diminuicdo da resisténcia a insulina (RI) pelo calculo do HOMA e
uma otimizacdo da funcéo das células B pelo aumento parcial da percentagem
da massa destas células (dados ndo mostrados). A intolerancia a glicose foi
confirmada pelo teste oral de tolerancia a glicose, com diferenca significativa
entre o grupo DM2 e o grupo normal, com reducao significativa pelo uso do
novo composto, o que também justificaria a diminuicdo da RI, embora n&o
houvesse aumento significativo dos niveis de insulina plastica.

Os animais diabéticos apresentaram uma alta polidria com aumento do
fluxo urinario e aumento da proteintria. No aspecto estrutural, podemos
observar a expansdo da matriz mesangial dos animais diabéticos, deposi¢ao
de colageno e lesdo tubulointersticial. A nefropatia diabética (ND) é
caracterizada por mudancas estruturais e funcionais. No inicio da ND,
hipertrofia tubular estd presente, mas eventualmente a fibrose intersticial 6.
Possivelmente, quatro fatores primarios responsaveis pelo mecanismo de
fiborose sdo observados na nefropatia diabética, primeiro o Sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), que ativa a via do fator transformador do
crescimento beta (TGF-B); o eixo AGE-RAGE, que suprime a renovagéo do
colageno através da reticulacdo anormal de colageno. A hiperinsulinemia é
outro fator que prejudica a diferenciacdo das células progenitoras dos
fibroblastos e a desregulacdo da degradacdo da matriz extracelular devido a
hiperglicemia 7. Funcionalmente, ha hiperfiltracdo glomerular precoce e
aumento da excrecdo de albumina; e com nefropatia avancada, aumento da
proteindria 16, Esses dados sugerem que nossos animais estdo em um estagio
mais avancado da doencga devido ao aumento da deposicdo de colageno
tubulointersticial, bem como ao aumento dos niveis de proteinuria. E 0 novo
composto foi capaz de reverter tanto o fator funcional quanto a expansao
mesangial de ratos diabéticos. Um possivel mecanismo de acao, a reducéo da

hiperglicemia € acompanhada por uma diminuicdo do estresse oxidativo com a
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diminuicdo das Espécies reativas de oxigenio (EROs). Estudos mostraram que
o bloqueio da formacdo de EROs esta relacionado a beneficios na fungéo
renal, impedindo a progresséo da ND 2467.28,

Na acdo cardiovascular, o LASSBio-2124 foi capaz de reverter a pressao
sistélica e diastolica, corroborando com estudos prévios onde demonstraram
com o uso de um inibidor DPP-4 uma protecéo cardiovascular em estudos pré-
clinicos de roedores e suinos normoglicémicos e diabéticos, e reducdes na
pressdo arterial, marcadores lipidicos pds-prandiais de inflamacédo e estresse
oxidativo em estudos clinicos 3847:68,

O novo composto reverteu o remodelamento miocardico e a
resposta da sitagliptina utilizada na dose de 10 mg / Kg no presente estudo
apresentou resposta semelhante ao estudo anterior que utilizou doses mais
elevadas desse farmaco, 30 e 50 mg / kg °. Segundo outros estudos com
pacientes com DM2, a inibicdo da DPP4 com o uso das gliptinas pode
diminuir o risco de insuficiéncia cardiaca e outros eventos cardiovasculares
adversos %2, Estudo recente demonstrou que a sinalizacdo insulinica é
responsavel pela energética, estrutura, funcéo e sobrevivéncia do miocardio 3.
De acordo com o descrito, 0 estudo com camundongos com delecdo especifica
do coracdo dos genes IRS-1 e IRS-2 desenvolveu cardiomiopatia dilatada e
morreram de insuficiéncia cardiaca com 6 a 9 semanas de idade 4. A perda
desta homeostase na presenca de hiperglicemia, hiperlipidemia e resisténcia a
insulina no diabetes causa geracdo de EROs, ativacdo de células endoteliais e
inflamacdo cardiaca, leva a deficiéncia energética cardiaca, disfuncdo
mitocondrial, dano estrutural do miocardio, podendo evoluir para uma funcéo
cardiaca prejudicada °’. A reversdo do remodelamento cardiaco apds o
tratamento com LASSBIi0-2124 deve-se ao restabelecimento da homeostase
nesses animais, devido a diminuicdo da glicemia e melhora da resisténcia a
insulina, sendo este um dos provaveis mecanismos, além da hipétese de uma
atuacdo direta nos cardiomidcitos, ativando vias de sinalizacdo que seriam
protetoras e esséncias para a sobrevivéncia / recuperacdo dessas células.
Porém mais estudo seriam necessarios para confirmacdo da atuacdo deste
composto nessas vias, além da determinacdo de quais seriam as vias

envolvidas.
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O novo composto pode melhorar a funcdo diastolica do ventriculo
esquerdo em ratos diabéticos, reduzindo E méximo e pressédo de enchimento
(E / €’). Aléem do novo composto, promover reducdo da hemodinamica
intracavitaria esquerda expressa pela presséo sistolica ventricular e pressao
diastélica final, corroborando com Connelly e cols.”. Assim, o novo composto
pode desempenhar um papel essencial na cardiomiopatia diabética,
melhorando a disfuncao diastélica.

O efeito benéfico dos fatores hemodinamicos do LASSBio-2124
sugerimos estar relacionado com a diminuicdo dos niveis circulantes da
glicemia e dos acidos graxos, diminuindo a producdo e biodisponibilidade de
ROS melhorando a contratilidade cardiaca ao mesmo tempo que promove um
aumento da sensibilidade das vias induzidas pela insulina como PI3K/Akt e
diminuicdo da via ERK / MAPK, promovendo uma maior producdo de NO e
diminuindo o estresse oxidativo celular. A diminuicdo da glicemia também esta
relacionada com a diminuicdo da atividade de NFAT, responséavel pela
transcricdo de genes da osteopontina, MCP-1, ICAM-1 e IL-6 que promovem

aterosclerose, hipertrofia, fibrose e por fim, insuficiéncia cardiaca 2’:®.

Em comparacdo com outras formas de disfuncdo cardiaca, o coracéo
diabético € particularmente suscetivel ao remodelamento da matriz extracelular
(MEC), levando ao comprometimento caracteristico do relaxamento miocéardico
7. A acéo da sitagliptina confere efeito aditivo ao composto, uma vez que as
duas terapias agem por mecanismos diferentes para melhorar a resisténcia a
insulina, o que implica um provavel efeito cardioprotetor melhor do que em
relacdo a sitagliptina. Esses achados sdo consensos com estudos clinicos de
Fujiwara e cols. "8, onde concluiram que os inibidores da DPP4 melhoraram a
funcdo diastélica do ventriculo esquerdo em pacientes com DM que
apresentavam IM. O aumento da tensédo na matriz extracelular, € um sinal para
aumentar a producéao local de citocinas no coracdo (principalmente TNF-alfa),
que acelera o processo de fibrose, o que leva a disfuncéo cardiaca ”’.

No contexto da diabetes, a disfuncdo sistolica do VE geralmente
ocorre subsequente a disfuncdo diastdlica, como indicado pelo
comprometimento do desempenho contratii e da dilatacdo da camara. As

caracteristicas da insuficiéncia cardiaca também se tornam aparentes,
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incluindo aumento do VE e afinamento da parede, bem como diminuicdo do
débito cardiaco 7’. Estes dados sugerem que nosso modelo pode estar em fase
compensatoria de cardiomiopatia diabética, apresentando uma fracdo de
ejecdo ainda preservada. Nossa hipétese € que prolongando o tempo de
doenca desses animais, eles podem vir a desenvolver a insuficiéncia cardiaca.
A avaliacdo histolégica dos tecidos cardiacos dos animais diabéticos
mostrou um aumento na deposicdo de coladgeno de acordo com estudos
anteriores que mostraram aumento da fibrose miocérdica com aumento da
deposicado de colageno tipo | e Il nas regides intersticial e perivascular de
ambos os ventriculos 7°. Além disso, a extensédo da fibrose correlaciona-se com
0 peso do coracgdo &, o que corrobora com nossos dados. A fibrose cardiaca e
o relaxamento cardiaco prejudicado sdo considerados uma consequéncia de
anormalidades na sinalizacdo e estrutura da MEC na cardiomiopatia diabética,
devido ao aumento da deposicédo de proteinas da MEC 77. O aumento desta
deposicao e reducdo da atividade de enzimas que a degradam, contribui para
aumentar a rigidez miocardica e promover a dilatacdo da camara cardiaca
secundaria ao deslizamento do midcito 8. Estudo anterior demonstrou que a
sitagliptina foi capaz de promover o efeito antifibrotico em cultura de células
cardiacas. O efeito pode ser relacionado com o aumento da intensidade do
tempo de meia vida do GLP-1 &, corroborando com o nosso resultado. A
ativacdo de p38 no coragdo por hiperinsulinemia ou outros estresses
metabdlicos promove degradacédo de IRS1 e IRS2 e desregula o metabolismo
de glicose e lipidios cardiacos, biogénese mitocondrial, manipulacédo de célcio,
fibrose e expressdo de genes motores, resultando em insuficiéncia cardiaca 7.
Sendo um dos possiveis mecanismos de um mau progndstico cardiaco. Em um
estudo recente relataram que o TNF-a induz a apoptose de cardiomiécitos
aumentando a fosforilacdo da p38 8. Com tratamento LASSBio-2124 néo
apresentou recuperacao deste parametro, o que poderia ser um indicativo que
0 novo composto ndo atuaria por esta via, tendo mecanismos outros na
cardioprotecdo, como ativacdo da via de cinases ligada a injuria / reperfusao no
gual uma das vias inibidas séo da Caspase-3, devido ao aumento da meia vida

da GLP-1 e sua atuacao direta nos cardiomiécitos atraves da sitagliptina.
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No teste de reatividade vascular, o grupo tratado com o composto
demonstrou maior responsividade da ACh com eficicia e poténcia semelhante
a sitagliptina. Em um estudo com cultura de células endoteliais, 0 aumento da
ativacéo de Akt-eNOS pela inibicdo da DPP-4 induziu a liberacdo de NO 84, o
gue sugere uma regulacdo do ténus vascular da sitagliptina através da acao do
sistema NO e um efeito aditivo anti-inflamatoério do composto. Esses resultados
podem ser extrapolados para o endotélio da microvasculatura, favorecendo a
diminuicao da resisténcia vascular periférica (RVP), refletido na diminuicdo das
PAS, PAD e PAM.

O aumento do PLB em animais diabéticos sugere que a captacédo de Ca?*
pelo reticulo sarcoplasmatico € reduzida, o que contribui para a sobrecarga de
Ca?*. Consequentemente, a menor liberacdo de Ca?* reduz o
desenvolvimento de forca. O revercdo com 0 novo composto aumenta a forca
contrétil, melhorando a hemodindmica em cora¢cfes de ratos com disfungéo
diastélica do VE. Na ativacao de cardiomiocitos por distirbios metabdlicos
causa disfuncdo mitocondrial, que leva a: 1 estresse oxidativo resultando em
sinalizacao de insulina prejudicada e 2 estresse do reticulo endoplasmatico que
leva a manipulagdo anormal de Ca 2+ e morte e rigidez de cardiomiocitos
culminando em cardiomiopatia diabética 1. A atividade aumentada de GLP-1
devido a sitagliptina, ativaria a via de sinalizacdo eNOS / cGMP / PKG e
inibicdo das vias Ca2 + / calmodulina-dependente quinase Il (CaMKIl) &,
indicando um dos possiveis mecanismos de acdo da cardioprotecao.

Inflamacé&o é um fator fisiopatolégico chave na cardiomiopatia diabética 6°
e um efeito anti-inflamatério € esperado do novo composto por parte da
molécula contendo LASSBIio-1772. O TNF-a estd envolvido na disfuncéo
endotelial, corrompendo a homeostase vascular % ja que aumentam a
apoptose e o estresse oxidativo em cardiomidcitos 8. O tratamento com o novo
composto foi capaz de reverter o aumento da expressdo de TNF-a em
comparacao com animais diabéticos. E um dos reflexos pode ser a reverséo do
remodelamento cardiaco adverso e melhora na resposta vascular.

De acordo com o resultado anterior, onde foi observada uma diminui¢cao
na expressao de TNF-a, o novo composto mostrou reversdo na caspase-3

ativa, uma proteina que desempenha um papel central na fase de execucédo da
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apoptose celular 8. Em estudo prévio, Ravassa et al.88 demonstraram uma
cardioprotecdo através dos efeitos da incretina GLP-1 através da ativacdo da
sinalizacdo da via de cinases de injuria / reperfusdo (RISK), que possui acao
anti-apoptética e anti-necrotica, culminando em sobrevida e melhora da funcéo
cardiaca.

A fibrose cardiaca € presumivelmente semelhante ao mecanismo
observado na nefropatia diabética ¢/, entdo, um dos fatores é o eixo AGE-
RAGE. Em animais diabéticos, a expressdo de RAGE aumentou e ambos 0s
tratamentos reverteram. A expressao de receptores para a via do AGE
(Advanced end of glycation end product) ativa a remodelacdo da matriz
extracelular e a fibrose miocardica pelo aumento dos niveis de estresse
oxidativo. A sinalizacdo AGE / RAGE causa a ativacao de multiplas vias de
sinalizacdo intracelular envolvendo NADPH oxidase, proteina C quinase e
MAPKSs, resultando em aumento da atividade de NF-kappa B. E finalmente a
expressdo de receptores para o AGE ligado ao estresse oxidativo 5287789 Em
dltima analise, o acumulo de fibrose miocardica inevitavelmente leva a
disfuncdo cardiaca ’’. Esta informacdo sugere que o novo protétipo também
pode estar atuando através de um mecanismo anti-oxidante direto ou devido a
sua acdo anti-hiperglicémica inibindo a cascata de danos e melhorando o
remodelamento adverso no miocérdio de ratos diabéticos. Mais estudos séo
necessarios para elucidar essas questdes. Porém diante dos resultados obtidos
e do conhecimento atual da fisiopatologia das disfuncbes do DM2 propde-se
gue o possivel mecanismo de acdo do novo composto LASSBIi0-2124 estd em
aumentar a atividade da via PI3K/Akt mediante acdo direta sobre a enzima ou
indiretamente ativando fatores que aumentam a expressdao de enzimas
relacionadas ao metabolismo de aclUcares e acidos graxos. Os efeitos
observados também sdo semelhantes aos ativadores da AMPK como a
metformina, que também ativam a via PI3K/Akt. Além de um efeito adicionam
anti-inflamatorio por parte do LASSBIio-1772 por possivel modulacédo do TNF-a.

As novas condutas terapéuticas no DM ndo estdo centradas visando
apenas o seu efeito anti-hiperglicémico, por se tratar de uma doenca
multifatorial € importante controlar secundariamente fatores de risco como

obesidade, hipertensao, dislipidemia, resisténcia insulina, etc. Estas condi¢cdes
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de alguma forma criam um micro ambiente vascular com carater inflamatorio
ocasionado pela exposicdo crbnica a hiperglicemia e aumento de ROS.
Estudos apontam que a melhora do prognéstico e da qualidade de vida esta
em um manejo racional associado a terapia intensiva com hipoglicemiantes
enterais e parenterais acompanhado de terapia anti-inflamatéria,
antidislipidémica, anti-hipertensiva, inibicdo do SRAA, refletido na diminuigéo
da incidéncia das complicacdes associadas e melhoras do progndstico e
qualidade de vida. Diante do atual panorama do DM é imprescindivel e
indispensavel o desenvolvimento de novas moléculas antidiabéticas com
efeitos duais que possam atuar beneficamente ndo pelo seu efeito anti-
hiperglicémico apenas, mas também com um efeito secundario, diminuindo, por
exemplo, a atividade das vias pré-inflamatérias que se encontram
superativadas no DM, resultando em uma diminui¢cdo das vias de sinalizacéo
troficas dos componentes celulares como TNF-a, NFkB, MAPK/ERK,
protegendo principalmente os tecidos mais afetados como coragéo, rins e

componentes do SNC.
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6 CONCLUSOES

Em relacdo ao novo protoétipo sintetizado, conforme resultados obtidos in vivo,

podemos concluir que LASSBIi0-2124, apresentou:

e reducao de disturbios metabdlicos e efeito anti-hiperglicémico;

e melhora:
funcao e estrutura glomerular
disfuncéo ventricular
disfuncéo vascular e

e atuacdo através de uma possivel acdo protetora cardiorenal por evitar as

comorbidades relacionadas ao diabetes tipo 2.
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