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RESUMO 

 
AVALIAÇÃO DOS EFEITOS FARMACOLÓGICOS DE UM NOVO CANDIDATO A 
FÁRMACO NA DISFUNÇÃO CARDÍACA EM MODELO ANIMAL DE DIABETES 

MELLITUS TIPO 2 
 

Gizele Cabral Costa 
 

Orientadora: Prof.ª. Drª. Gisele Zapata-Sudo 
Coorientador: Prof. Dr. Roberto Takashi Sudo 

 
Resumo da dissertação de mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação em 

Cardiologia do Departamento de Clínica Médica da Faculdade de Medicina e do Ins-

tituto do Coração Edson Saad, da Universidade Federal do Rio de Janeiro como par-

te dos requisitos necessários à obtenção do título de mestre em Cardiologia. 

 

Introdução: O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é uma doença crônica caracterizada 

por uma combinação de distúrbios metabólicos que favorecem acometimento doen-

ças cardiovasculares. O presente trabalho investigou o efeito farmacológico de um 

novo inibidor da enzima dipeptidil dipeptidase 4 com ação hipoglicemiante e anti-

inflamatória, na disfunção cardíaca 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 μmol/kg v i.p); ZDF + 

DMSO (100 μmol/kg v.i.p) e ZDF + LASSBio-2090 (100 μmol/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-

dução de 122,8 ± 6,2 e 2,4 ± 0,1 para 85,0 ± 1,7 e 1,4 ± 0,1 após o tratamento com 

LASSBio-2090. Houve uma melhora nos parâmetros de colesterol total e triglicerí-

deos, os animais ZDF tratados com DMSO apresentaram aumento de 177,8 ± 31,2 e 

123,0 ± 11,4 mg/dL. E normalização destes parâmetros nos animais ZDF tratados 

com LASSBio 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 diminuição significativa 

da hipertrofia do VE 0,26 ± 0,2 (ZDF + LASSBio-2090). A pressão de enchimento 

(E/e’) aumentou de 18,0 ± 1,1 (ZL + DMSO) para 38,2 ± 0,1 (ZDF + DMSO), melho-

rando a disfunção diastólica nos animais 17,7 ± 2,8 (ZDF + LASSBio- 2090). Houve 
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redução do débito cardíaco (mL/min) para 70,6 ± 5,2 (ZDF + DMSO), sendo recupe-

rado para 139,1 ± 15,5 (ZDF + LASSBio-2090), semelhante ao grupo ZL + DMSO 

com (130,0 ± 10,4). A fração de ejeção (%) foi reduzida de 62,6 ± 2,2 (ZL + DMSO) 

para 45,4 ± 1,8 (ZDF + DMSO), e normalizada nos animais ZDF + LASSBio-2090 

(61,2 ± 1,4), melhorando a disfunção sistólica com fração de ejeção reduzida. A hi-

pertensão arterial (mmHg) observada nos animais ZDF + DMSO (149,9 ± 5,3) foi 

diminuída com LASSBio-2090 reduzindo a pressão arterial média para 112,9 ± 4,6, 

similar ao grupo ZL + DMSO (111,6 ± 4,1). A pressão sistólica 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 + LASSBio-2090). A pressão diastólica 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 + LASSBio-2090). O LASS-

Bio-2090 normalizou o relaxamento vascular induzido por ACh sugerindo recupera-

ção da lesão endotelial. Aumento no depósito de colágeno e células intersticiais foi 

observado no VE dos animais ZDF + DMSO, comparado aos animais ZL + DMSO (p 

< 0,05), sendo reduzido após tratamento com LASSBio-2090. A maior expressão de 

TNF-α, RAGE, iNOS e c-Fos foi detectada em corações do grupo ZDF + DMSO e 

recuperada com LASSBio-2090 (p< 0,05). Conclusão: O LASSBio-2090 melhorou a 

função metabólica, cardiovascular e o perfil inflamatório dos animais com DM2, re-

presentando uma possível estratégia terapêutica no tratamento da progressão de 

DCV. 

 

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

diabetic fat. 
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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 μmol / kg v i.p); ZDF + DMSO (100 μmol / kg 

v.i.p) and ZDF + LASSBio-2090 (100 μmol / 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 LASSBio-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 + LASSBio-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 + LASSBio-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 LASSBio-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 + LASSBio-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 + LASSBio-2090). LASSBio-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 LASSBio-2090. The highest expression of TNF-α, RAGE, iNOS and c-

Fos was detected in hearts of the ZDF + DMSO group and recovered with LASSBio-

2090 (p <0.05). Conclusion: LASSBio-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 Federação Internacional de Diabetes (Cho et al., 2018), cerca de 

378 milhões de pessoas da população mundial com idade entre 20 a 64 anos 

apresentam Diabetes mellitus (DM), com estimativa de incremento para 438 milhões 

em 2045. Atualmente, no Brasil, 14,3 milhões de pessoas tem o diagnóstico de 

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), com previsão de alcançar 23,2 milhões em 2040. Os 

gastos na saúde com o DM geram em torno de US$ 21,8 bilhões (Cho et al., 2018; 

Diretrizes-SBD, 2018).   

 DM é uma doença caracterizada por uma combinação de distúrbios 

metabólicos que têm em comum a hiperglicemia, devido a uma desregulação na 

produção/liberação ou ação da insulina (Baena-Diez et al., 2016). A hiperglicemia 

crônica provoca o surgimento de sintomas, tais como, poliúria, polidipsia, perda de 

peso e, em alguns casos, polifagia e visão turva. A classificação do DM é baseada 

na etiologia e na apresentação clínica, sendo Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), DM2 e 

gestacional (American Diabetes, 2019).  

 O DM1 acomete 5 a 10% dos pacientes com diagnóstico de DM, sendo mais 

frequente em crianças e adolescentes e é caracterizado pela destruição autoimune 

das células β nas ilhotas pancreáticas, responsáveis pela produção de insulina. 

Como resultado, há deficiência relativa ou absoluta de insulina, o que leva à 

necessidade de injeções diárias de insulina exógena, a fim de manter os níveis de 

glicose estáveis (American Diabetes, 2019).  

 Cerca de 90% das pessoas com diabetes têm o tipo 2, atingindo indivíduos 

obesos, com idade em torno de 40 anos de idade, que apresentam síndrome 

metabólica (Cho et al., 2018). A síndrome metabólica está diretamente associada 

com a obesidade, resistência à insulina, hiperglicemia, hipertrigliceridemia e redução 

de lipoproteínas de alta densidade (HDL), fatores que podem ocasionar 

comorbidades, a exemplo de doenças cardiovasculares (Kahn et al., 2016). 

 No caso do DM gestacional, que acomete mulheres entre as 24ª e 28ª 

semanas de gravidez, os hormônios maternos sofrem uma série de adaptações para 

permitir o desenvolvimento do bebê. A placenta se torna um mediador importante 

para as ações de diversos hormônios, tais como o hormônio lactogênio placentário, 
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responsável por promover um feedback negativo à ação da insulina, que é 

responsável pela captação e utilização de glicose em diversos tecidos. 

Consequentemente, o pâncreas materno aumenta a produção de insulina, com o 

objetivo de compensar o quadro de resistência à mesma. Entretanto, esse processo 

não ocorre em algumas gestantes, estimulando, assim, o aumento dos níveis de 

glicose plasmática e, consequentemente, configurando o quadro clínico de diabetes 

gestacional (Guariguata et al., 2014; Hod et al., 2015).  

 As doenças cardiovasculares, incluindo doença arterial periférica, doença 

arterial coronariana, acidente vascular cerebral, hipertensão arterial sistêmica e a 

cardiomiopatia diabética (CD) são as principais complicações que levam aos altos 

índices de morbidade e mortalidade em indivíduos com DM (Leon e Maddox, 2015). 

Os pacientes com DM apresentam risco 3 a 4 vezes maior de sofrerem algum 

episódio cardiovascular e o dobro do risco de terem morte súbita, quando 

comparados aos indivíduos sem essa doença. Alguns fatores, como, hiperglicemia, 

resistência à insulina, hipertensão arterial sistêmica, dislipidemia, obesidade e um 

estado inflamatório crônico, favorecem o surgimento de doenças cardiovasculares 

induzidas pelo DM (Leon e Maddox, 2015).  

 

 

1.2 CARDIOMIOPATIA DIABÉTICA 

 

 A CD é definida pela existência de função e estrutura anormais do coração, 

na ausência de outros fatores de risco, como insuficiência coronariana, hipertensão 

e distúrbios valvulares cardíacos em indivíduos portadores de DM (Aneja et al., 

2008). Os primeiros relatos abordando a vertente clínica da CD foram publicados em 

1972, por pesquisadores que mostraram observações em autópsias de quatro paci-

entes portadores de microangiopatia renal diabética e dilatação ventricular esquerda, 

na ausência 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 colaboração com a Sociedade Europeia para o Estudo do Dia-

betes (Authors/Task Force et al., 2013) definiram a CD como uma condição clínica 

na qual a disfunção ventricular ocorre, como abordado anteriormente, na ausência 

de arteriosclerose coronariana e hipertensão em pacientes portadores de DM. Du-
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rante os seus estágios iniciais, a CD inclui um período subclínico caracterizado por 

anormalidades estruturais e funcionais, como hipertrofia do ventrículo esquerdo 

(VE), fibrose miocardial, além de anormalidades na sinalização intracelular dos car-

diomiócitos. Essas mudanças fisiopatológicas estão intrinsecamente relacionadas à 

fibrose e enrijecimento do músculo cardíaco, fenômenos que induzem disfunção di-

astólica e frequentemente evoluem para insuficiência cardíaca com fração de ejeção 

preservada, todavia com alguns casos que também apresentam evolução para dis-

função sistólica e subsequente insuficiência cardíaca com fração de ejeção reduzida 

(Jia, Hill, et al., 2018).  

 

1.3 ASPECTOS CLÍNICOS E EPIDEMIOLOGIA DA CD 

  

 Estudo clínicos recentes mostram que a prevalência da insuficiência cardíaca 

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-

dência de insuficiência cardíaca foi maior em pacientes diabéticos de ambos os gê-

neros, quando comparado com indivíduos da mesma idade, não portadores de DM 

(Yancy et al., 2013). Adicionalmente, foi relatado que no DM1, cada 1% de aumento 

nos níveis plasmáticos de hemoglobina glicada A1c estaria ligado a 30% de aumen-

to no risco de desenvolver insuficiência cardíaca (Lind et al., 2011), enquanto que, 

em pacientes portadores de DM2, a cada 1% de aumento nos níveis de hemoglobi-

na glicada A1c esse risco aumentaria 8% (Stratton et al., 2000), evidências essas 

que sugerem um papel significativo do aumento gradativo na glicemia, como um im-

portante fator preditivo para o desenvolvimento de insuficiência cardíaca em pacien-

tes diabéticos.    

 

1.4 FATORES DE RISCO E ALTERAÇÕES FISIOPATOLÓGICAS QUE CONTRI-

BUIEM PARA O DESENVOLVIMENTO DA CD 

 

 A hiperglicemia, resistência sistêmica à insulina, além da sinalização metabó-

lica dependente desse hormônio pancreático, comprometida, nas células cardíacas, 

são atualmente considerados como as principais anormalidades clínicas no DM e 

todos esses eventos estão envolvidos na patogênese da CD (Jia et al., 2016). Existe 
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uma relação linear entre os níveis plasmáticos de glicose e a mortalidade em longo 

prazo na insuficiência cardíaca, mesmo em pacientes sem diagnóstico de DM. No 

entanto, o aumento do risco de mortalidade, fato comprovado em estudo clínico, foi 

visto apenas em diabéticos com glicose acima de 200 mg/dL (Itzhaki Ben Zadok et 

al., 2017). Adicionalmente, dados da literatura demonstraram que uma redução de 

1% nos níveis plasmáticos de hemoglobina glicada A1c foi associada com uma di-

minuição no risco para o desenvolvimento de insuficiência cardíaca em 16% 

(Stratton et al., 2000), sugerindo que há uma relação importante entre o controle em 

longo-prazo dos níveis glicêmicos e a redução do risco para o desenvolvimento e 

progressão da CD.   

 Numa vertente fisiopatológica molecular, é importante comentar que diversos 

distúrbios metabólicos oriundos, principalmente, da responsividade reduzida dos re-

ceptores de insulina nas células cardíacas e, consequentemente, da captação celu-

lar comprometida de glicose induzem mudanças deletérias no coração, como, por 

exemplo, autofagia desregulada dos cardiomiócitos, ativação exacerbada do Siste-

ma Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA), além de estresse oxidativo e repostas 

imunológicas que contribuem para o remodelamento, fibrose substancial, enrijeci-

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

 

 Achados recentes também mostram que uma dieta rica em gorduras e car-

boidratos de alto índice glicêmico induzem uma desregulação cardíaca no metabo-

lismo dependente da insulina, inflamação, estresse oxidativo, disfunção endotelial 

responsável pela diminuição na biodisponibilidade de óxido nítrico (NO), além do 

aumento anormal de tecido conectivo e fibrose (Jia et al., 2015). Essas alterações 

resultam em disfunção diastólica, caracterizada por enchimento ventricular lento e 

sob altas pressões (Jia et al., 2015). Durantes estágios avançados da CD, as altera-

ções na estrutura cardíaca são mais evidentes e pronunciadas, incluindo necrose de 

cardiomiócitos, acúmulo adicional de colágeno, fibrose intersticial, esclerose de pe-

quenos vasos coronarianos e microaneurismas capilares (Wang et al., 2006; Mytas 

et al., 2009). Essas alterações mais avançadas podem desencadear, além da dis-

função diastólica, o comprometimento da função sistólica cardíaca (Jia, Whaley-

Connell, et al., 2018). A figura 1 representa a sinalização metabólica alterada no co-

ração, anormalidades cruciais associadas com a fisiopatologia da CD.  
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Figura 1: Mecanismos fisiopatológicos da cardiomiopatia diabética (Adaptado de Jia, 

Whaley-Connell, et al., 2018). A hiperglicemia e a resistência à insulina induzem aumentos 

de AGEs, lipotoxicidade cardíaca, ativação do SRAA, disfunção endotelial coronariana e 

desregulação de exossomos, que, por sua vez, resultam em disfunção mitocondrial, 

estresse oxidativo, estresse de ER e comprometimento da homeostase de cálcio. Essas 

anormalidades fisiopatológicas estão associadas à hipertrofia cardíaca, fibrose, morte, 

rigidez, disfunção diastólica e insuficiência cardíaca. AGEs, produtos finais de glicação 

avançada; SRAA, sistema renina angiotensina aldosterona; ER, retículo endoplasmático. 

 

 

 Outro mecanismo fisiopatológico envolvido na sinalização comprometida da 

insulina é o da proteína alvo da ripamicina em mamíferos (mTOR)-S6 cinase (S6k1) 

(Jia et al., 2016).  Essa via de sinalização atua significativamente como um sensor 

de nutrientes altamente conservado e modula a função metabólica da insulina, atra-

vés da fosforilação aumentada da S6k1, uma serina-cinase evolutivamente conser-

vada (Jia et al., 2016). Há evidências que a S6K1 pode ser cronicamente ativada 

pela ingestão excessiva de nutrientes, gerando ativação inapropriada do SRAA (Kim 

et al., 2012), fenômenos que auxiliam no desenvolvimento da resistência à insulina 

nas células do coração, tecido adiposo, fígado e músculo esquelético, através da 

fosforilação aumentada dos resíduos de serina de uma molécula pertencente à famí-

lia de substratos da insulina, a proteína (IRS-1). Essa hiperfosforlilação da IRS-1 
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compromete a ativação das proteínas fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e da cinase B 

(Akt) (Jia et al., 2015; Jia et al., 2016). Sob condições fisiológicas normais, nos car-

diomiócitos, a sinalização das cinases PI3K/Akt estimula a migração do transporta-

dor de glicose (GLUT4), armazenado em vesículas citosólicas, para a membrana 

plasmática, resultando na captação de glicose pelos miócitos cardíacos (Jia et al., 

2016). Assim, a redução da captação de glicose consequente à sinalização desregu-

lada da via PI3K/Akt promove uma subsequente sinalização anormal do Ca2+ intra-

celular, ou seja, um aumento fisiopatológico desse íon no interior dos cardiomiócitos 

(Jia et al., 2016). Adicionalmente, o comprometimento da sinalização metabólica da 

insulina no coração inibe a atividade da óxido nítrico sintase endotelial coronariana 

(eNOS) e do produto de sua atividade catalítica, ou seja, do óxido nítrico, o que po-

tencializa ainda mais o aumento do Ca2+ intracelular e a sensibilização a esse íon 

nos cardiomiócitos (Jia et al., 2016). Essas anormalidades causam enrijecimento 

cardíaco e disfunção diastólica (Kim et al., 2012) (figura 2).  

 Adicionalmente, a hiperglicemia crônica e glicotoxicidade promovem aumento 

na formação de produtos finais da glicação avançada (AGEs), os quais são produzi-

dos a partir da glicosilação não enzimática de lipídios, lipoproteínas e aminoácidos 

(Jia, Whaley-Connell, et al., 2018). A deposição miocardial desses produtos de gli-

cação contribui para a alteração de matriz extracelular, deposição de colágeno, enri-

jecimento do músculo cardíaco, comprometendo, assim o lusitropismo e, conse-

quentemente, a diástole (Jia et al., 2016). Um exemplo a ser citado é o de que ele-

vados níveis plasmáticos de AGEs estão associados com o prolongamento do tem-

po de relaxamento do VE durante o estágio inicial da insuficiência cardíaca em indi-

víduos diabéticos (Van Heerebeek et al., 2008). De fato, a participação de AGEs 

como promotores de modificações nas propriedades da matriz extracelular, através 

do aumento na resistência de tecidos conectivos à proteólise enzimática é uma das 

principais causas da redução na complacência cardíaca, fibrose e disfunção diastóli-

ca do VE em corações de pacientes diabéticos (Lazo et al., 2015). Os AGEs produ-

zem seus efeitos deletérios ao ativarem seu receptor (RAGE), estimulando, assim, a 

transcrição gênica anormal, processo que leva ao aumento de proteínas na matriz 

extracelular, mecanismos que também envolvem a participação de proteínas cinases 

ativadas por mitógenos (MAPK) e Janus cinases (JAK) nos tecidos cardíaco e vas-

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



25 
 

espécies reativas de oxigênio (EROs), as quais potencializam o processo inflamató-

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

 

 

Figura 2: Mecanismos moleculares implicados no desenvolvimento da cardiomiopatia 

diabética (Adaptado de Jia et al., 2016). Fatores como dieta rica em carboidratos, aumento 

da mobilização de ácidos graxos livres (AG) e ativação do sistema renina angiotensina 

aldosterona podem causar disfunção mitocondrial, estresse do retículo endoplasmático e 

estresse oxidativo. Resultando o comprometimento da sinalização da insulina, anormalidade 

na manipulação de Ca2+, aumento da sensibilização intracelular de Ca2+ intracelular e morte 

dos cardiomiócitos. Os pacientes eventualmente desenvolvem rigidez dos cardiomiócitos e 

cardiomiopatia diabética. Ca2+, i, influxo de Ca2+; IRS-1, substrato do receptor de insulina 1; 

mTOR, proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR); P, fosforilação; PI3K, 

fosfatidilinositol 3-quinase; Redox, estado de oxidação-redução; S6K1, S6 cinase 1; Ser, 

serina; Thr, treonina; Tyr, tirosina. 

 

 O metabolismo lipídico anormal frequentemente acentua a progressão da CD. 

Níveis plasmáticos aumentados de triglicerídeos ocasiona o aumento da distribuição 

de AG para os cardiomiócitos e, assim, aumenta o processo de β-oxidação, com-

prometendo a sinalização metabólica da insulina nos corações de pacientes diabéti-

cos (Jia, Whaley-Connell, et al., 2018). Adicionalmente, a expressão de transporta-

dores de AG, a exemplo do CD36, é aumentada durante o processo de progressão 

da CD (Lee et al., 2017). Esse transportador CD36 é envolvido na captação de AG e 
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está presente na membrana plasmática e em membranas de organelas intracelula-

res (Lee et al., 2017). Em corações de indivíduos diabéticos ocorre aumento da ex-

pressão do CD36 (Jia et al., 2016; Lee et al., 2017). Além disso, no diabetes, os co-

rações frequentemente apresentam expressão aumentada do peroxisome prolifera-

tor-activated receptor-α (PPAR-α), este que é associado com o aumento da capta-

ção de AG, acúmulo de triglicerídeos e redução na utilização da glicose (Finck et al., 

2002).  

 Em virtude dos fatos mencionados, entende-se que a disfunção cardíaca em 

pacientes diabéticos pode progredir de anormalidades cardíacas subclínicas, tais 

como fibrose do VE, para disfunção diastólica e, eventualmente, disfunção sistólica, 

acompanhada por uma redução da fração de ejeção. Inúmeras técnicas não-

invasivas, incluindo ecocardiografia, tomografia computadorizada e ressonância 

magnética são, atualmente, utilizadas para detectar modificações na estrutura e fun-

ção cardíacas de pacientes diabéticos (Jia et al., 2016). Adicionalmente, níveis 

plasmáticos aumentados de peptídeos natriuréticos, O-linked N-acetylglucosamine 

(O-GlcNAc), entre outros, servem como marcadores para o diagnóstico da CD e in-

suficiência cardíaca (Jia et al., 2016).  

 

1.5 TRATAMENTO DA DM2 E NOVAS ABORDAGENS TERAPÊUTICAS 

 

O tratamento da DM2 consiste na normalização da glicemia nos pacientes 

(jejum < 100 mg/dL e pós-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 α-glicosidase, 

inibidores do cotransportador de sódio/glicose 2 (SGLT2), incretinomiméticos e 

inibidor dipeptidil peptidase-4 (DDP4) (Diretrizes-SBD, 2018). 

A classe de fármacos mais utilizada como monoterapia inclui as biguanidas, 

que são indicadas como tratamento de primeira linha em pacientes com DM2. A met-

formina é um exemplo dessa classe, que diminui a produção hepática de glicose, 

além de discreta ação sensibilizadora periférica. Apesar de ser amplamente utilizada 

clinicamente, é contraindicada em pacientes com quadro de insuficiência renal, po-

dendo levar a deficiência de vitamina B12 após uso prolongado (Sjostrom et al., 

2004; Mulherin et al., 2011; Wright e Tylee, 2016). 



27 
 

As sulfoniluréias, utilizadas como segunda linha no tratamento de DM2, tem 

como principal medicamento a glibenclamida, que promove o aumento da secreção 

pancreática de insulina prolongando assim o tempo de ação 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 são secretagogas de insuli-

na. A nateglinida e repaglinida são os medicamentos que compõem essa classe, 

que pelo fato de necessitar de mais de uma administração diária não tem completa 

aderência dos pacientes (Buchwald, 1964; Buchwald et al., 1990, Hornick e Aron, 

2008; Diretrizes-SBD, 2015). 

As tiazolidinedionas tem ação sensibilizadora de insulina e atuam aumentan-

do a captação de glicose no músculo esquelético, tecido adiposo e no fígado. Os 

principais medicamentos dessa classe são: pioglitazona, rosiglitazona e troglitazone. 

Os efeitos adversos são ganho de peso, retenção hídrica, aumento do risco de insu-

ficiência cardíaca e fraturas. Atualmente, a rosiglitazona foi retirada do mercado na 

Europa e no Brasil e apresenta restrição de indicação nos Estados Unidos da Améri-

ca devido ao risco aumentado de doenças cardiovasculares (Buchwald, 1964; Jarvi-

nen, 2004; Hornick e Aron, 2008; Ng et al., 2013). 

A α glicosidase é uma enzima presente na mucosa intestinal, e atua reduzin-

do a velocidade de absorção da glicose no intestino, logo os inibidores desta enzima 

(acarbose, voglibose e miglitol) são extremamente eficazes na hiperglicemia pós-

prandial. Os pacientes podem apresentar efeitos adversos gastrointestinais, como 

diarreia, flatulência e distensão 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 fármacos foi disponibilizada para uso clínico como os ini-

bidores de SGLT2, canagliflozina, dapagliflozina, empagliflozina e ertugliflozina. Eles 

atuam impedindo a reabsorção de glicose através da inibição das proteínas SGLT2 

presentes nos túbulos proximais dos rins. Com isso, promove um quadro de glicosú-

ria e menor chance de risco de hipoglicemia. Essa classe de medicamentos é con-

traindicada em pacientes com insuficiência renal e podem provocar uma propensão 

maior a infecções genitais e de trato urinário (Sjostrom et al., 2004; Norris et al., 

2005; Lipscombe e Hux, 2007) 
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Novas abordagens terapêuticas são desenvolvidas para o tratamento de 

DM2, devido à ausência de terapêutica atual que evite a evolução da doença e con-

sequentemente o surgimento de complicações crônicas. Além disso, existe a busca 

de novos medicamentos com menor custo, reações adversas e contraindicações. 

 

1.5.1 Inibidor da DPP4 

As incretinas são hormônios gastrointestinais, importantes na homeostasia da 

glicose. Existem dois tipos de incretinas: peptídeo semelhante a glucagon (GLP-1), 

que é sintetizado pelas células L presentes no íleo e no cólon e o peptídeo inibidor 

gástrico 1 (GIP), que é sintetizado pelas células K localizadas no duodeno e na pri-

meira porção do jejuno (Jorsali et al, 2017). Após a ingestão de nutrientes, ocorre a 

liberação de GLP-1 e GIP na luz do trato digestivo em resposta à concentração au-

mentada dos níveis de glicose plasmática. Devido a isso, GLP-1 e GIP promovem o 

aumento da secreção de insulina, e impedem a liberação de glucagon pelas células 

α pancreáticas em condições de hiperglicemia. No entanto, a meia-vida desses hor-

mônios dura cerca de 1 a 2 minutos devido a imediata degradação via ação da en-

zima DPP4. Entretanto, a inibição da ação de DPP4 prolonga a meia-vida de GLP-1 

e GIP, aumentando assim a secreção de insulina pelas células β pancreáticas, e 

consequentemente aumento da captação de glicose nos tecidos (figura 3) (Wetter-

gren et al., 1993; Nauck et al., 1997; Sonne et al., 2014). Tanto os incretinomiméti-

cos, quanto os inibidores de DDP4 são responsáveis pela liberação de insulina, re-

dução da velocidade de esvaziamento gástrico e inibição da secreção de glucagon 

(Solun, Marcoviciu e Dicker, 2013; Wright e Tylee, 2016). 

 

Figura 3: Mecanismo de ação dos hormônios incretinomiméticos (Adaptado de Saraiva, 

Sposito, 2014). 
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O GLP-1 exerce as suas ações através do seu receptor GLP1R, que está ex-

presso em numerosos tecidos, incluindo pâncreas, rins, coração, pulmão, tecido adi-

poso, músculo liso, cérebro e músculo esquelético (figura 4), (Saraiva e Sposito, 

2014; Andersen et al., 2018).  

 

Figura 4: Sítios de ação 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 β, maior segurança e tolerabilidade, efeito 

neutro no peso corporal e raros casos de hipoglicemia. Em contrapartida, podem 

causar angioedema, urticária e possibilidade de pancreatite aguda. A contraindica-

ção é apenas para pacientes com hipersensibilidade aos componentes do medica-

mento (Diretrizes-SBD, 2018). 

Sendo assim, as propriedades fisiológicas do GLP-1 indicam ser um alvo 

promissor para o tratamento da DM2, uma vez que a inibição da liberação de gluca-

gon mediada por GLP-1 e GIP parece ser responsável pela ação dos inibidores da 

DPP- 4. 
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1.5.2 Planejamento da síntese de um novo inibidor da DPP4 

 

Tendo em vista a busca de novas estratégias terapêuticas a fim de combater 

a instalação e progressão de CD associadas à DM2, o Laboratório de Farmacologia 

Cardiovascular em colaboração com o Laboratório de Avaliação e Síntese de Subs-

tâncias Bioativas (LASSBio), desenvolveram um projeto com intuito de sintetizar e 

avaliar os efeitos farmacológicos do LASSBio-2090. O composto LASSBio-2090 foi 

estruturalmente planejado considerando os requisitos estruturais necessários a inibi-

ção da enzima DPP4, presentes nas estruturas dos inibidores competitivos reversí-

veis de DPP4, tais como: Sitagliptina, Omarigliptina, Gemigliptina, Tenegliptina e 

Anagliptina (figura 5). A análise cuidadosa das estruturas destes inibidores, permitiu 

a identificação dos seguintes requisitos estruturais de características farmacofórica 

ou auxofórica: 1) subunidade hidrofóbica (em verde); 2) grupamento amina primaria 

ou secundaria (em vermelho); 3) espaçador (em laranja); 4) e anel aromático substi-

tuído (em azul). Desta forma, o desenho molecular de LASSBio-2090, considerou a 

necessidade de respeitar a existência dos 4 requisitos estruturais supracitados, utili-

zando como espaçador a função N-acilidrazona (NAH). A escolha da NAH ampara-

se em diversos trabalhos que relatam seu comportamento de estrutura privilegiada. 

De fato, esta subunidade está presente na estrutura de diversos compostos bioati-

vos, muito dos quais providos de propriedade anti-inflamatória (Alencar et al., 2014; 

Freitas et al., 2017; Thotaa et al., 2018). 

Desta maneira, para o novo inibidor de DPP4 proposto (i.e. LASSBio-2090) o 

anel benzofurano (a) foi proposto como subunidade hidrofóbica, a amina primária (b) 

foi adicionada na posição 3 do benzofurano, obtendo-se um derivado do tipo anilina 

aquiral; a N-acilidrazona (c) foi introduzida como espaçador entre os anéis aromáti-

cos; e por fim, a anel fenil-pirazol (d) foi adicionado como segunda unidade hidrofó-

bica, A eleição desta subunidade visou obter interações hidrofóbicas mediante o 

anel fenílico, a fim de permitir interações adicionais com o pocket estendido S2 do 

sítio ativo da DPP4 (figura 5). 
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Figura 5: Estrutura dos inibidores reversíveis de DPP4 e do LASSBio-2090. Assinalando os 

requisitos estruturais comuns, necessários a atividade inibitória da DPP4, e sua relação com 

a estrutura de LASSBio-2090, desenhado como novo inibidor de DPP4. 

 

O provável perfil de LASSBio-2090 em se ligar a enzima DPP4 foi investigado 

através da análise de acoplamento molecular em sílico. Este estudo foi realizado 

utilizando o software GOLD 5.1 (CCDC), e a estrutura cristalizada de DPP4 obtida 

de RCSB Protein Data Bank (código PDB: 1x70). Após a validação pela abordagem 

de ancoramento, a função de Pontuação ChemPLP (sem água) demonstrou o me-

lhor valor desvio médio quadrático das posições atômicas, o que reproduziu a orien-

tação da sitagliptina cristalizada no sítio ativo da DPP-4. De acordo com os dados 

obtidos para LASSBio-2090, observou-se uma orientação espacial semelhante a 

sitagliptina (Figura 6), com interações hidrofóbicas com o anel benzofurano em S1 

que por sua vez interage com TYR547 através do oxigênio presente na porção do 

furano. 

Além disso, a amina primária do LASSBio-2090 interagiu com Glu 205/206 

(S2) fazendo uma ponte iônica e o anel pirazol interagiu com PHE357. Desta forma, 

foi demonstrado que existem ligações favoráveis do LASSBio-2090 ao DDP4, assim 

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

hiperglicêmico e anti-inflamatório.  

 

Figure 6. Estudo de Ancoragem entre a sitagliptina e o LASSBio- 2090. A sobreposição de 

LASSBio- 2190 (verde) e Sitagliptina (magenta)   colocada dentro do local ativo do DPP-4. 

Interações de ligação em amarelo. Estudos de ancoragem foram realizados com o programa 

GOLD 5.1. Átomos de hidrogênio 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 doenças secundárias, como por exemplo, a 

CD. Muitos pacientes com DM apresentam diversas anormalidades desde um leve 

comprometimento diastólico até a manifestação de insuficiência cardíaca, e o grau 

de prevalência pode ser superior a 50% entre pacientes em estágios pré-clínicos e 

clínicos (Poirier et al., 2001; Kiencke et al., 2010) desencadeado pela ineficiência de 

insulina, hiperglicemia e dislipidemia. O CD traz danos ao miocárdio devido a 

hipertrofia celular, esteatose, apoptose, estresse oxidativo, inflamação, fibrose e 

desarranjo microtubular (Bugger e Abel, 2014, Manjarrez et al., 2014). Apesar de 

alguns progressos na prevenção e tratamento de CD, principalmente por meio de 

estratégias de controle da pressão arterial e dislipidemia, o impacto da doença 

metabólica nos resultados cardiovasculares ainda é um grande desafio e persiste 

em proporção às epidemias de obesidade e DM. Existem abundantes evidências 

pré-clínicas e clínicas que implicam o eixo da inibição de DPP4 nas CD, porém o 

mecanismo de ação para tal benefício não se encontra elucidado. 

A este respeito, esta dissertação apresenta como meta avaliar o efeito de um 

novo candidato a fármaco, o LASSBio-2090, um inibidor DPP4 com carácter hipogli-

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

Avaliar os efeitos farmacológicos da substância LASSBio-2090, um inibidor de DPP4 

com ação hipoglicemiante e anti-inflamatória em modelo animal de  DM2. 

 

3.2 Objetivos específicos 

Avaliar os efeitos da administração intraperitoneal da substância LASSBio-2090 

através da observação dos seguintes parâmetros: 

 

I. Perfil metabólico (análise do peso corporal, glicemia em jejum, insulina plasmática 

e perfil lipídico) 

II.Função cardíaca (ecocardiografia transtorácica e medida invasiva) 

III.Função vascular (reatividade vascular) 

IV.Remodelamento cardíaco (histologia) 

V.Expressão de marcadores moleculares, tais como, RAGE, c-Fos, iNOS, TNFα 

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 Laboratório de Farmacologia Cardi-

ovascular sob orientação dos professores Gisele Zapata-Sudo e Roberto Takashi 

Sudo, em colaboração com o Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias 

Bioativas (LASSBio®). Ambos laboratórios compõem o Programa de Pesquisa em 

Desenvolvimento de Fármacos, do Instituto de Ciências Biomédicas, localizados no 

Centro de Ciências da Saúde (CCS), Universidade Federal do Rio de Janeiro 

(UFRJ), Rio de Janeiro, Brasil. 

 

4.2 COMITÊ DE ÉTICA 

O trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas de Boas Práticas de 

Uso em Experimentação Animal, com devida aprovação do Comitê de Ética do Cen-

tro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob o número 

de protocolo 005/18. 

 

4.3 MODELO EXPERIMENTAL DE DM2 

Ratos Zucker Diabetic Fat (ZDF) (figura 7) apresentam uma mutação homozi-

gótica no alelo fa do gene do receptor da leptina, resultando assim em uma intera-

ção ineficaz entre a leptina e o seu receptor. A leptina é um hormônio peptídico res-

ponsável por proporcionar saciedade, cuja ausência da expressão desse hormônio 

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 março) 

 

Os animais ZDF mantêm o estado normoglicêmico até a sétima semana de 

idade, e começam a desenvolver obesidade, hiperinsulinemia e resistência à insulina 

em torno da décima semana de idade. DM2 se estabelece após 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, hipertensão, resistência à 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 Ciên-

cias Biológicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os animais foram manti-

dos em gaiolas coletivas, com livre acesso a água e ração, 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 três grupos experimentais: 1. ZL tratados com 

veículo (dimetilsulfóxido, DMSO); 2. ZDF tratados com veículo; 3. ZDF tratados com 

LASSBio-2090, 100 µmol/kg/dia via intraperitoneal (i.p) (figura 8). O peso dos ani-

mais foi verificado semanalmente para ajuste da dose. 

 

Figura 8: Desenho experimental. 

 

4.5 PERFIL METABÓLICO 

 

Durante o protocolo experimental foi analisado o perfil de peso corporal com 

medida semanal dos pesos dos animais. Além disso, foram coletadas amostras san-

guíneas através da veia caudal dos animais após um jejum de 12h para análise da 

glicemia em jejum e parâmetros bioquímicos. 
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No teste do nível sérico de glicose, os animais foram privados de ração por 

um período de 12 horas e ao final do jejum, uma amostra de sangue foi coletada da 

veia caudal dos animais para mensuração da glicemia através do uso do kit Accu-

Check®. Entretanto, a análise do nível sérico de insulina foi realizada por meio do kit 

ELISA (Insulin Ultrasensitive ELISA, Alemanha), e os níveis de colesterol total e tri-

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

 

4.6 PERFIL CARDIOVASCULAR 

 

4.6.1 Ecocardiografia transtorácica 

 

A ecocardiografia transtorácica foi realizada antes e após o início do trata-

mento utilizando-se o ecocardiógrafo Vevo 770 High-Resolution In Vivo Micro-

Imaging System (FUJIFILM Visual Sonic, Inc., Toronto, Ontario, Canada) equipado 

com transdutor mecânico de 10 MHz. Os animais foram anestesiados com anestési-

co inalatório isoflurano a 3% e mantidos a 1,5% para a avaliação da função cardíaca 

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 máxima (E) e velocidade anular mitral precoce (e´), respectivamente, fo-

ram usadas para calcular a relação E/e´ para avaliar a função diastólica do ventrícu-

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 Associação Europeia de Imagem Cardiovascular 

(Lang et al., 2015). 

 

4.6.2 Medida invasiva parâmetros hemodinâmicos 

 

Após 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 dissecção da artéria 

carótida direita do animal para introdução de cateter heparinizado conectado a um 

transdutor de pressão/volume (PowerLab MLT884, ADInstruments, Sydney, Austrá-

lia). Inicialmente foi medida a pressão arterial e após sua estabilização, o cateter foi 

então inserido no VE para o registro da pressão intracavitária esquerda (ALENCAR 
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et al., 2018). Os seguintes parâmetros hemodinâmicos foram avaliados: Pressão 

sistólica do ventrículo esquerdo (mmHg), variação da velocidade de contração (+ 

dP/dt), pressão diastólica do ventrículo esquerdo (mmHg) e variação da velocidade 

de relaxamento (– dP/dt) (Alencar, et al., 2014). Todos os parâmetros foram automa-

ticamente calculados com o sistema de aquisição de dados do programa LabChart 

7.0 (ADInstruments, EUA). 

 

4.6.3 Reatividade vascular 

 

A porção torácica 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 tensão isométrica através da fixação em hastes acopla-

das a transdutor de tensão (Grass, FT03, Quincy, MA, USA) e mantidos em solução 

Tyrode modificada constituída de (mM): NaCl (123); KCl, (4,7); MgCl2, (1,2); 

KH2PO4, (1,2); dextrose, (11,5); NaHCO3, (15,5); CaCl2, (1,2). A solução foi conti-

nuamente oxigenada com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantida 

a 37ºC e pH 7,4. Após o período de estabilização (120 min), a aorta foi exposta a 

concentrações crescentes de fenilefrina (Phe, 1 nM - 10 μM), seguida de adição de 

concentrações crescentes de acetilcolina (ACh, 1 nM - 10 μM), a fim de avaliar a 

função endotelial através da observação do relaxamento vascular em resposta a 

ACh (ALENCAR et al., 2016). Os dados foram armazenados em computador para 

posterior análise utilizando o programa AxoScope 8.1 (Axon Instruments, Inc). 

 

4.7 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

Ao final do protocolo experimental, os corações dos animais foram retirados, e 

armazenados em solução de formolzinco. Após isso, as amostras foram processa-

das em banhos em concentrações progressivas de álcool etílico, e em seguida xilol, 

emblocadas com parafina a 60°C e seccionadas a 5 µm de espessura através de um 

micrótomo (Lupe modelo MRP03). Os cortes foram fixados em lâminas e corados 

com solução de picrosirus red (PSR), a fim de analisar fibras de colágeno no tecido 

marcadas de vermelho. E hematoxilina e eosina (HE), para análise de infiltrado celu-
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lar. Foram analisados 5 a 20 campos com aumento de 400x através do microscópio 

óptico (Zeiss – AXIOSTAR- plus) e a quantificação realizada pelo programa ImageJ. 

 

4.8 EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS 

 

4.8.1 Preparação do homogenato de tecido cardíaco 

 

Após a coleta dos tecidos, eles foram armazenados em nitrogênio líquido, e 

posteriormente no freezer a -80˚C. Os tecidos foram homogeneizados em solução 

de tampão de lise contendo em mM: sacarose (250); HEPES-Tris (10); EDTA (2); 

fluoreto de fenilmetilsulfonil (1); benzamidina (1); ditiotreitol (1) Em seguida, o homo-

genato foi centrifugado a 8000 rpm, a 4˚C por 15 minutos. Após a centrifugação, o 

precipitado foi descartado e o sobrenadante coletado e estocado a -80˚C para futura 

dosagem de proteína total através de um espectrofotômetro seguindo o método de 

Bradford (Bradford., 1976). 

 

4.8.2 Imunodetecção de proteínas 

 

Os homogenatos das amostras foram solubilizados em tampão de amostra 

para eletroforese contendo glicerol, 10%; azul de bromofenol, 0,02%; 100 mM de 

TRIS/HCl; SDS 5%, após foi adicionado no gel uma solução de SDS-PAGE a 9%. A 

transferência das proteínas para as membranas de nitrocelulose foi realizada no sis-

tema de transferência semi-seco (Trans-Blot, Bio-Rad). Após a transferência, as 

membranas de nitrocelulose foram lavadas com tampão PBS (15 min) e tampão 

PBS contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T, 15 min). Em seguida, as membranas fo-

ram bloqueadas com leite em pó desnatado a 5 %, e lavadas novamente com PBS e 

PBS- T. Após as lavagens, as membranas foram incubadas com anticorpo primário 

diluído em PBS (1:1000) durante toda a noite. Após esse processo, as membranas 

foram lavadas com PBS e PBS-T, e foi adicionado o anticorpo secundário diluído em 

PBS- T (1:10000) por um período de 1h. As membranas foram lavadas e relevadas 

através do uso de kit de quimioluminescência (Super Signal West Pico, Rockford, IL, 

EUA). As proteínas específicas utilizadas foram: 1.  Mediadora de estresse oxidativo, 

Receptor de AGE, RAGE (Abcam); 2. Citocina inflamatória, TNFα; 3. Óxido nítrico 
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sintase   induzível, iNOS, 4. Marcador proliferativo, c-Fos, 5.  Padrão, gliceraldeído   

3-fosfato dehidrogenase (GAPDH). Para a quantificação da densidade da banda de 

proteínas foi usado o programa ImageJ. 

 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram expressos como média ± EPM. O teste de análise de variân-

cia (One Way - ANOVA) seguido do teste de Turkey foi utilizado, para as compara-

ções entre o grupo controle e os demais grupos, considerando significância estatísti-

ca P <0,05. Os gráficos foram construídos utilizando o programa GraphPad Prism® 

6 para representar os dados obtidos. 

 

 

 

 

 

 



44 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 RESULTADOS 
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5.1 PERFIL METABÓLICO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Uma semana antes do início do tratamento com LASSBio-2090, o perfil meta-

bólico dos animais foi averiguado a fim de obter a confirmação 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 parâmetro analisado foi o 

nível de glicose plasmática em jejum, aumentado nos animais ZDF 121,7 ± 5,7 

mg/dL, em relação aos animais ZL 73,6 ± 2,9. Isso foi observado nos níveis 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 análise do perfil lipídico, foram determinados os 

níveis plasmáticos de colesterol total e triglicerídeos, 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 padrão lipídico normal com 52,4 ± 1,3 e 

26,4 ± 1,6 mg/dL de colesterol total e triglicerídeos. 

 

 Controle Após tratamento 

Grupos 
experimentais ZL 

(n = 6) 

ZDF 

(n = 12) 

ZL + DMSO 

(n = 6) 

ZDF + DMSO 

(n = 6) 

ZDF + 
LASSBio2090 

(n = 6) 

Peso corporal 

(g) 
268,6 ± 8,4  481,8 ± 15,1* 275,8 ± 5,2  525,0 ± 14,6*  467,7 ± 5,2# 

Glicose (mg/dL) 73,6 ± 2,9 121,7 ± 5,7* 77,5 ± 3,0 122,8 ± 6,2* 85,0 ± 1,7# 

Insulina 

(ng/mL) 
1,0 ± 0,1 1,4 ± 0,1* 1,5 ± 0,1 2,4  ± 0,1* 1,4  ± 0,1# 

Colesterol total 

(mg/dL) 
52,4 ± 1,3 166,6 ± 16,8* 84,0 ± 11,7 177,8 ± 31,2* 104,8 ± 5,3# 

Triglicerídeos 

(mg/dL) 
26,4 ± 1,6 155,4 ± 7,8* 32,78 ± 4,2  123,0 ± 11,4* 90,9 ± 4,8# 

 

Tabela 1. Perfil metabólico dos grupos experimentais antes e após 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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Após 14 dias de tratamento com LASSBio 2090, os parâmetros metabólicos 

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 redução 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 após o tratamento com LASSBio-2090 

reduzindo a insulina sérica de 2,4 ± 0,1 para 1,4 ± 0,1 ng/mL, nível semelhante aos 

animais ZL tratados com DMSO de 1,5 ± 0,1 ng/mL. 

A análise do perfil lipídico, foi realizada através das medidas de colesterol to-

tal e triglicerídeos. Foi observado uma redução da hipercolesterolemia nos animais 

ZDF tratados com DMSO comparado aos animais ZDF tratados com LASSBio-2090, 

de 177,8 ± 31,2 para 104,8 ± 5,3 mg/dL, nível semelhante aos animais ZL tratados 

com DMSO de 84,0 ± 11,7 mg/dL. O mesmo foi observado nos níveis de triglicerí-

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 parâmetro foi reestabelecido nos animais 

ZDF tratados com LASSBio-2090 (90,9 ± 4,8 mg/dL) 

 Sendo assim, o LASSBio-2090 promoveu a normalização do perfil lipídico 

dos animais ZDF, devido a redução dos níveis de colesterol total e triglicerídeos. 

 

5.2 MELHORA DA HIPERTROFIA DO VENTRÍCULO ESQUERDO APÓS O 

TRATAMENTO COM LASSBio-2090 

 

Inicialmente, a hipertrofia do ventrículo esquerdo foi detectada nos animais 

ZDF tratados com DMSO através da mensuração da espessura da parede anterior 

do ventrículo esquerdo (VE) (Figura 9B), onde foi possível observar um aumento 

deste parâmetro com valor de 1,9 ± 0,12 mm. O tratamento com LASSBio-2090 

proporcionou a redução desta espessura para 1,0 ± 0,5 mm, semelhante à 

observada nos animais ZL tratados com DMSO (0,78 ± 0,1 mm). Além disso, foi 
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averiguado a relação 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 parâmetro foi restabelecido no grupo de animais ZDF 

tratados com LASSBio-2090 com 0,95 ± 0,1 mm. Através da determinação destes 

parâmetros, foi analisada a espessura relativa de VE (Figura 9D) dos grupos 

experimentais, podendo demonstrar que os animais ZDF tratados com DMSO 

apresentaram padrão aumentado com 0,50 ± 0,4 mm quando comparado aos 

animais ZL tratado com DMSO 0,38 ± 0,1 mm. A melhora desse parâmetro para 0,26 

± 0,2 mm foi observada após tratamento com LASSBio-2090. É importante ressaltar 

que o tratamento de ratos ZDF com LASSBio-2090 reverteu de forma benéfica todos 

esses efeitos deletérios da hipertrofia da parede do VE induzida pelo 

diabete

 

Figura 9. Espessura da parede do VE após 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, Ventrículo esquerdo. Os dados representam a 

média ± E.P.M. (n = 6 ratos por grupo). 
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5.3   MELHORA DA DISFUNÇÃO SISTÓLICA E DIASTÓLICA VENTRICULAR ES-

QUERDA APÓS O TRATAMENTO COM LASSBio-2090 

 
A fim de averiguar a função sistólica do VE foi medida a fração de ejeção (%), 

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 reversão completa da fração de ejeção foi observada nos 

animais ZDF tratados com LASSBio-2090 (61,2 ± 1,4). Já a função diastólica do VE 

foi avaliada por meio da medida da pressão 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 parâmetro foi reestabelecido 

nos animais ZDF tratados com LASSBio-2090, apresentando 17,7 ± 2,8 de pressão 

de enchimento. Além disso, foi avaliado o débito cardíaco (figura 10C), onde houve 

uma redução nos animais ZL e ZDF tratados com DMSO de 130,0 ± 10,4 para 70,6 

± 5,2 mL/min. E uma recuperação deste parâmetro nos animais ZDF tratados com 

LASSBio-2090 de 139,1 ± 15,5 mL/min, respectivamente. A figura 10D, avaliou a 

medida de frequência cardíaca dos animais, onde os animais ZL e ZDF tratados com 

DMSO apresentaram aumento deste parâmetro de 282,6 ± 6,0 para 395,6 ± 24,7 

bpm, e uma reversão total nos animais ZDF tratados com LASSBio-2090 de 315,0 ± 

18,0 bpm, respectivamente. 
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Figura 10. Função sistólica e diastólica do ventrículo esquerdo 14 dias após o tratamento 

com LASSBio-2090. Fração de ejeção (%) (A), Pressão de enchimento (E/e´) (B), Débito 

cardíaco (mL/min) (C), Frequência cardíaca (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 PARÂMETROS HEMODINÂMICOS APÓS O TRATAMENTO 

COM LASSBio-2090  

 

Ao final do protocolo, os parâmetros hemodinâmicos foram obtidos através de 

medida invasiva nos diferentes grupos experimentais. Os animais ZDF tratados com 

DMSO apresentaram pressão sistólica, diastólica e média aumentada com 156,0 ± 

10,3; 109,8 ± 5,0 e 149,9 ± 5,3 mmHg, respectivamente (Figura 11).  A hipertensão 

arterial observada nos animais ZDF foi diminuída com LASSBio-2090 reduzindo a 

pressão 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 pressão arterial 14 dias após o tratamento com LASSBio-2090. PAS 

(mmHg) (A), PAD (mmHg) (B), PAM (mmHg) (C), *P <0,05 vs ZL + DMSO. # P <0,05 vs 

ZDF + DMSO. PAS, pressão arterial sistólica; PAD, pressão arterial diastólica; PAM, 

pressão arterial média. Os dados representam a média ± EPM (n= 6). 

 

 Posteriormente foi avaliada a pressão 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 

LASSBio-2090 tiveram pressão de 98,6 ± 4,4 mmHg o que indicou melhora da 

disfunção pelo LASSBio-2090. A velocidade de contração (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 redução induzida pelo DM2 foi recuperada com tratamento de 

LASSBio-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 LASSBio-2090. 

Por último, 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 LASSBio-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 pressão ventricular esquerda 14 dias após o tratamento com 

LASSBio-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, pressão sistólica 

do ventrículo esquerdo; + dP/dt, variação da velocidade de contração; PDFVE, pressão 

diastólica final do ventrículo esquerdo; -dP/dt, variação de velocidade de relaxamento. Os 

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

 

5.5  MELHORA DA DISFUNÇÃO ENDOTELIAL APÓS O TRATAMENTO COM 

LASSBio-2090 

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

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

É possível observar uma diminuição no relaxamento máximo 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 LASSBio-2090 apresentaram uma melhora da 

disfunção endotelial devido ao aumento do relaxamento máximo (93,1 ± 1,7 %).  
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Figura 12: Medida de relaxamento máximo induzido por ACh em anéis de aorta  14 dias 

após o tratamento com LASSBio-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 CARDÍACA APÓS O TRA-

TAMENTO COM LASSBio-2090 

 
Foi realizada uma análise histopatológica de amostras do ventrículo esquerdo 

dos animais, a fim de averiguar o remodelamento cardíaco (figuras 13A e 13C), por 

meio da contagem de células intersticiais presentes no VE dos animais. Foi possível 

observar um aumento desse parâmetro nos animais ZDF tratados com DMSO 1,6 ± 

0,1 (mil/mm2), comparado aos animais ZL tratados com DMSO 1,1 ± 0,1 (mil/mm2). 

Entretanto, os animais ZDF tratados com LASSBio-2090 1,3 ± 0,1 (mil/mm2), 

apresentaram normalização deste parâmetro. Valores semelhantes, foram notados 

na medida de área de colágeno fracionada, figuras 13B e 13D. Os animais ZL e ZDF 

tratados com DMSO apresentaram aumento da fração de colágeno de 3,5 ± 0,5 para 

5,6 ± 0,3 (%). Tal parâmetro 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 número reduzido de células intersticiais e pelo teor de 

colágeno em corações de animais ZDF tratados com DMSO (figura 16; P< 0,05). 
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Figura 13. Análise histológica do ventrículo esquerdo após 14 dias de tratamento com 

LASSBio-2090. Resultado qualitativo das células intersticiais em prancha de HE (A) 

Resultado qualitativo fração de colágeno em prancha de PSR (B), Células intersticiais 

(mil/mm2) (C), Fração de colágeno (%) (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). 

 

5.7 EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS NO TECIDO CARDÍACO 

 

A expressão de proteínas no tecido cardíaco foi determinada através da técnica 

de western blot (Figura 14A) para diferentes marcadores inflamatórios. Foi 

determinada a expressão de RAGE (figura 14B), um receptor de produtos finais de 

glicação avançada correlacionado ao aumento de estresse oxidativo e deposição de 
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MEC no tecido cardíaco. Foi evidenciado o aumento da expressão de RAGE (figura 

14B) nos animais do grupo ZDF tratados com DMSO com (0,90 ± 0,1) e 

normalização nos animais ZDF após o tratamento com LASSBio-2090 (0,18 ± 0,04). 

Além disso foi observada a expressão de TNF- α (figura 14C), uma citocina pró 

inflamatória. Neste estudo os animais ZDF tratados com DMSO apresentaram 

aumento da expressão deste marcador (0,98 ± 0,1), e uma redução parcial de tal 

parâmetro nos animais ZDF tratados com LASSBio-2090 (052 ± 0,1). A figura 14D 

ilustra iNOS altamente expresso nos animais ZDF tratados com DMSO (1,4 ± 0,2), e 

uma reversão total nos animais ZDF tratados com LASSBio-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 redução após o 

tratamento com LASSBio-2090 (Figura 14E). 

 
Figura 14. Análise da expressão de proteínas em tecido cardíaco após 14 dias de 

tratamento com LASSBio-2090. Resultado qualitativo da expressão de proteínas moleculares 

(A), Expressão de RAGE/GAPDH (B), Expressão de TNF α/GAPDH (C), Expressão de 

iNOS/GAPDH (D), Expressão de c-Fos/GAPDH (E).  *P <0,05 vs ZL + DMSO. # P <0,05 vs 

ZDF + DMSO. GAPDH, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. Os dados representam a 

média ± EPM (n= 6). 
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6 DISCUSSÃO 
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A síndrome metabólica (SM) provoca a manifestação de diversas doenças 

tais como DM2, hipertensão arterial sistêmica e dislipidemia, que conferem aumento 

do risco de eventos cardiovasculares (Halpern et al, 2010). Segundo os critérios da 

Federação Internacional de Diabetes (2018), a caracterização do quadro de SM se 

deve a presença de três ou mais fatores de risco dentre eles: obesidade; glicemia > 

100 mg/dL; triglicerídeos > 150 mg/dL; HDL < 40 mg/dL em homens e < 50 mg/dL 

em mulheres; e pressão arterial sistólica ≥ 130 mmHg ou diastólica ≥ 85 mmHg (IDF, 

2018). Com base nesses dados, este trabalho teve como proposta inicial a 

caracterização da SM nos animais ZDF que foram utilizados para a avaliação 

farmacológica de um novo composto iDPP4, LASSBio-2090. Os animais ZDF 

apresentaram sobrepeso, hiperglicemia, hipertensão arterial e dislipidemia devido 

aos altos níveis plasmáticos de colesterol total e triglicerídeos, confirmando assim a 

SM nestes animais. 

A enzima DPP4 regula a glicemia pós-prandial e sua inibição provoca a 

estimulação da secreção de insulina e inibe a secreção de glucagon de forma 

dependente da glicose (Mulvihill e Drucker, 2014). Segundo Gupta (2012), os iDPP4 

apresentam um efeito modesto na resistência à insulina e ação neutra em relação a 

mudança do peso corporal (Gupta, 2012). A semelhança dos iDPP4 disponíveis para 

uso clínico, LASSBio-2090 reduziu os níveis de glicose e insulina plasmática. Apesar 

de ter sido observado uma melhora no perfil lipídico dos animais ZDF tratados com 

LASSBio-2090, este iDPP4 reduziu parcialmente os níveis de triglicerídeos, o que 

também é descrito para os iDPP4 em uso em alguns ensaios clínicos controlados 

randomizados (Neumiller e Setter, 2012). No diabetes, o nível elevado de lipídios 

séricos provoca o risco de doença cardíaca coronariana (Leite, et al., 2007) e 

desempenha um papel importante na patogênese do dano cardiovascular e renal 

progressivo (Kasiske et al., 1990; Dominguez et al., 2000; Visconti et al., 2016) 

Além do efeito metabólico, a enzima DPP4 induz efeitos pleiotrópicos, e sua 

inibição poderia ter um papel fundamental no tratamento de doenças que 

apresentam condição inflamatória associada. Existindo assim, a possibilidade da 

inibição de DPP4 participar na melhora de CD (Zhong, Rao e Rajagopalan, 2013), 

pois esta ação aumenta os níveis de GLP-1 que ao ativar seus receptores 

promovem efeitos anti-inflamatório, anti-aterosclerótico e antioxidante (Zerilli e Pyon, 

2007; Scheen, 2015). Esta seria a proposta desta dissertação em identificar um novo 
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iDPP4 que interferisse com a evolução da complicação cardiovascular em modelo 

animal de DM2.  

O curso clínico da disfunção cardíaca em DM progride de anormalidades 

cardíacas subclínicas, como disfunção diastólica do VE, para insuficiência cardíaca 

diastólica grave com fração de ejeção normal e, eventualmente, disfunção sistólica 

seguida de insuficiência cardíaca com fração de ejeção reduzida (Jia, Whaley-

Connel e Sowers., 2018). O preenchimento diastólico comprometido pode estar 

associado à obesidade e ao DM2 e esses fatores são caracterizados por distúrbios 

metabólicos e estruturais que levam a uma redução na complacência da parede 

ventricular e, posteriormente, um dano no preenchimento passivo do VE (Jia, 

Demarco e Sowers., 2016). Na fase tardia da CD, inúmeras alterações no 

metabolismo, hiperativação neuro-humoral e fibrose cardíaca prejudicam a 

circulação coronária e a função sistólica (Battiprolu et al., 2010; Adeghate e Singh., 

2014). No modelo animal de DM2 utilizado, foi observado através de medidas 

ecocardiográficas e pressão intracavitária esquerda importantes alterações 

estruturais e funcionais do VE. Os ratos diabéticos ZDF apresentaram fração de 

ejeção reduzida e aumento da pressão de enchimento (E/e´). Consequentemente o 

débito cardíaco do VE foi prejudicado nesses animais, podendo ser justificado 

devido ao aumento compensatório da frequência cardíaca. O tratamento de duas 

semanas com LASSBio-2090 proporcionou a melhora significativa das funções 

sistólicas e diastólicas, juntamente com um aumento do débito cardíaco e 

normalização da frequência cardíaca. Esses dados corroboram que o controle 

glicêmico no DM2 é um mecanismo crítico para a prevenção da disfunção e 

insuficiência cardíaca. Além disso, observou-se a melhora da morfologia cardíaca 

após o tratamento com LASSBio-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 contração (+ dP/dt positivas) e relaxamento (-dP/dt) do VE se encontraram 

reduzidas nos animais ZDF, indicando função sistólica e diastólica do VE 

significativamente prejudicada, um achado que corrobora com os dados 

ecocardiográficos. O tratamento com LASSBio-2090 conseguiu promover a melhora 

destes distúrbios hemodinâmicos. 

Neste trabalho, a disfunção endotelial foi confirmada através da redução do 
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relaxamento máximo induzido por ACh em anéis de aorta dos animais ZDF. Os 

fatores como hiperglicemia, hiperinsulinemia e dislipidemia são responsáveis pela 

disfunção 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 hipertensão arterial sistêmica. A 

disfunção endotelial presente em condição de obesidade e DM2 pode ser 

consequente a diminuição da biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) (Kubota et al., 

2012; Boer et al., 2017, Dell’oro et al., 2017; Shigiyama et al., 2017). O NO 

desempenha uma função importante para a homeostase cardiovascular, pois 

funciona como um modulador de respostas vasculares, imunes e inflamatórias 

(Lunderberg, Gladwin e Weitzberg, 2015). Maior disponibilidade de NO mediada pela 

ativação da via eNOS/Akt, NO/GMPc pode ser induzida através da inibição 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 redução da hipertensão arterial 

sistêmica. As grandes quantidades de NO no tecido cardíaco são consequência do 

aumento da expressão de iNOS (Williamson et al., 1993; Ido, Kilo e Williamson., 

1997). Ratos ZDF tratados com LASSBio-2090 tiveram uma normalização dos níveis 

de iNOS no tecido cardíaco, um benefício adicional relacionado à reversão da CD 

neste trabalho experimental. Além disso, o tratamento com LASSBio-2090 em ratos 

ZDF, mostraram uma melhora da função endotelial assim como um efeito 

antihipertensivo. Esses resultados validam a importância farmacológica inovativa de 

LASSBio-2090 no contexto do CD. 

A hiperglicemia crônica, observada em pacientes com DM2, leva ao aumento 

da geração de AGEs (Goldin et al., 2006). Ativando assim a via de sinalização 

AGE/RAGE, a qual proporciona uma alteração de depósito de colágeno do tipo I e 

do tipo III, acúmulo de MEC e aumento da produção de ROS. Além disso a ativação 

desta via leva ao aumento da secreção de fator transformador de crescimento beta 

(TGF-β), o qual estimula a inflamação e síntese gênica, acentuando a formação 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 inflamatórias, estresse oxidativo e, consequentemente, 

aumento de fibrose no miocárdio. Todas essas alterações geram danos ao tecido 

cardíaco, remodelamento e disfunção. Nielsen e colaboradores (2009), 
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demonstraram que camundongos db/db knockout para RAGE não desenvolveram 

disfunção diastólica e atenuando a expressão de colágeno (Nielsen et al., 2009). 

Portanto essa via de sinalização é um fator importante para o desenvolvimento da 

disfunção cardíaca. Segundos os dados apresentados neste trabalho, os animais 

ZDF tratados com DMSO apresentaram maior deposição de colágeno miocárdico, 

assim como um número maior de cardiomiócitos, e aumento da expressão de 

RAGE, o que resultou em uma má adaptação do VE (fibrose/remodelação) e 

hipertrofia. Após o tratamento com LASSBio-2090 houve uma diminuição na 

expressão de RAGE, normalização da deposição de colágeno e diminuição de 

células intersticiais. Esses achados podem, em parte, explicar a melhora da função 

do VE em ratos ZDF tratados com DMSO. 

O efeito cardioprotetor de iDPP4, é mediado pelo aumento dos níveis de 

GLP-1, através da ativação da via PI3K/AKT, (Huisamen et al., 2010) com melhora 

da função e morfologia cardíaca, concomitante a redução da hiperglicemia e hiperin-

sulinemia (Liu et al., 2010). O envolvimento do GLP-1 para a cardioproteção pode 

ser reforçado pelo fato da deleção genética de GLP-1R provocar hipertrofia de VE, 

disfunção diastólica e sistólica (Gros et al., 2003), o que pode ser revertido com o 

tratamento com análogo de GLP-1 em modelo animal de obesidade (Noyan-ashraf 

et al., 2013). Diversos estudos pré-clínicos e clínicos demonstraram que os iDPP4 

melhoram o desenvolvimento e a progressão da insuficiência cardíaca (Boer et al., 

2017; Chou et al., 2017; Jax et al., 2017; Kim et al., 2017; Wang et al., 2017). Assim, 

a melhora da função ventricular esquerda dos animais ZDF tratados com LASSBio-

2090 poderia ser justificada pela inibição de DPP-4 e aumento dos efeitos citoprote-

tores do GLP-1, que são mediados por mecanismos dependentes da ativação da 

vias PI3K, quinase regulada por sinal extracelular (ERK1 / 2), AMPc, PKA e Akt (Bo-

se et al., 2007; Huisamen, Genade e Lochner, 2008; Iwasa et al., 2010; Huisamen et 

al., 2011), que inibem o processo de morte celular nos cardiomiócitos, ROS e citoci-

nas pró-inflamatórias (Dokken et al., 2011).  

A inflamação miocárdica é uma característica importante no desenvolvimento 

da CD (Westermann et al., 2007; Westermann et al., 2009). Através do estresse oxi-

dativo, cardiomiócitos, células endoteliais e fibroblastos exibem um papel na forma-

ção de citocinas pró-inflamatórias (Maan., 2003).  O TNF-α é uma das principais ci-
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tocinas pró-inflamatórias responsáveis pela redução da contratilidade dos cardiomió-

citos (Cain et al., 1999; Dorge et al., 2002; Schulz et al., 2004). Foi relatado que o 

aumento dos níveis de TNF-α em corações de roedores diabéticos está significati-

vamente correlacionado com o desenvolvimento da disfunção do VE e comprometi-

mento do grau de contratilidade (+ dP/dt) (Westermann et al., 2007; Westermann et 

al., 2006). No estudo atual, o LASSBio-2090 normalizou a super expressão do TNF-

α em amostras de tecidos cardíados de ratos ZDF. Este efeito benéfico melhorou a 

função do VE como representado pela normalização de dados hemodinâmico e eco-

cardiográficos em animais diabéticos. 

Níveis elevados de glicose também podem desregular a estrutura e a função 

dos cardiomiócitos, em parte por uma via c-fos induzida, contribuindo para o desen-

volvimento da hipertrofia cardíaca, o que leva a CD em ratos (Min et al., 2009). Este 

achado está de acordo com nossos dados mostrando um aumento da expressão de 

c-fos no tecido cardíaco de animais ZDF tratados com DMSO. Especificamente, 2 

semanas de tratamento com LASSBio-2090 reduziram a hipertrofia regional da pa-

rede do VE e que a ação benéfica do nosso derivado de N-acylhydrazone parece 

estar relacionada com reduções na expressão de c-fos em corações de animais dia-

béticos ZDF. 

Como abordado no início deste trabalho, o LASSBio-2090 foi sintetizado pelo 

grupo de pesquisa considerando suas características estruturais necessárias para 

inibir a enzima DPP4. Adicionalmente, a adição de N-acylhydrazone subunidade na 

molécula de LASSBio-2090 era uma estratégia para aperfeiçoar seu efeito benéfico 

considerando que este grupo químico tem um papel importante a respeito da promo-

ção de efeitos anti-inflamatório e cardioprotetores quando adicionados em vários 

compostos bioativos, duas ações importantes que precisam ser consideradas para o 

tratamento da CD. Devido à alta prescrição de inibidores da DPP4, desde 2006 

quando a sitagliptina foi aprovada pelo FDA, trabalhos sobre as ações desta droga 

têm sido conduzidos em todo o mundo.  Estamos empenhados neste esforço para 

descobrir novas abordagens terapêuticas para CD induzida por DM e recentemente 

relatou que um composto analógico de LASSBio-2090 foi investigado em um modelo 

de rato de DM2 de estágio avançado com comorbidades como CD e disfunção renal, 

apresentando uma eficácia superior à sitagliptina quando ambas as substâncias fo-
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ram administradas numa dose equimolar em ratos diabéticos (Alves et al., 2019). Na 

verdade, assumimos que o encaixe molecular só dá informações para modelar a 

interação entre uma pequena molécula e uma proteína. Assim, mais experimentos 

são necessários para caracterizar o LASSBio-2090 como um inibidor eficaz do 

DPP4. No entanto, provamos aqui o potencial terapêutico de LASSBio-2090 na cepa 

de rato ZDF que tem alta eficiência reprodutiva servindo como um modelo animal 

mais útil do DM2 (YOKOI et al, 2013).   

Em conclusão, as lesões cardíacas induzidas pelo DM2 em ratos ZDF podem 

ser amenizadas pelo tratamento com LASSBio-2090, um estudo que pode constituir 

uma estratégia terapêutica inovadora para o tratamento dessas condições no campo 

clínico no futuro. 
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7 CONCLUSÃO 
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O tratamento com LASSBio 2090 promoveu a melhora: 
 

I. Resistência à insulina 

II. Perfil lipídico  

III. Hipertensão arterial sistêmica 

IV. Disfunção cardíaca 

V. Disfunção endotelial 

VI. Perfil inflamatório 
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