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RESUMO

Introducdo: O Ministério da Saude aponta o Brasil como o 5° pais com maior
incidéncia de diabetes no mundo. Os tratamentos existentes para a doenca
possuem diversas limitagdes. Os inibidores do SGLT2 surgem com um mecanismo
de acao independente da insulina, porém o tratamento é limitado devido ao aumento
leve a moderado na incidéncia de infec¢cdes genitourinarias, dentre outras
complicagbes menores. Desta forma, surge a importancia de se investigar novas
moléculas, de maneira a aperfeicoar o tratamento cada vez mais. Objetivo: O
presente estudo teve como objetivo determinar a atividade de um composto
quimicamente sintetizado, LASSBIi0-1986, inibidor dos canais de soédio-glicose
SGLTZ2, in silico, na regulagéo do metabolismo da glicose e em animais resistentes a
insulina. Metodologia: A analise in silico se deu a partir de softwares
especializados, onde a farmacocinética, toxicologia e farmacodinamica preditiva
foram avaliadas a partir do SwissADME, ProTox-ll e DockThor e ClusPro,
respectivamente. Experimentos em camundongos da linhagem C57BL/6 avaliaram
o efeito do LASSBIi0-1986 na regulacédo da glicemia, niveis de glicogénio, estresse
oxidativo, niveis de citocinas, resisténcia a insulina e expressado génica de GLUT-4.
Resultados: Em um modelo in silico, o0 composto LASSBIi0-1986 apresentou boa
farmacocinética, com equilibrio entre hidro e lipofilicidade adequado, além de
impossibilidade de permear a barreira hemato-encefalica. No que se refere a
toxicologia, o composto apresenta alto nivel de seguranca, entretanto com
possibilidade de acdo mutagénica e imunotdxica, exigindo testes in vivo crénicos
para verificar tais dados. No TTG a dose de 3mg/kg por via i.p. reduziu notavelmente
os niveis de glicose apés 15, 30 e 60 min no teste de tolerancia a glicose. LASSBIo-
1986 3 mg/kg aumentou o nivel de glicogénio no figado e musculo e elevou os niveis
de glutationa no figado, musculo e rins. Houve reducdo de substancias acidas
reativas no figado e rim. O composto reduziu os niveis de citocina pro-inflamatérias
em tecidos musculares, hepatico e renais. Além disso, o0 LASSBIi0-1986 3 mg/kg se
mostrou eficaz no aumento da sensibilidade a insulina. O LASSBIi0-1986 possui
notavel acdo na regulacdo da glicemia e na resisténcia a insulina, além de reverter e

aumentar os niveis de mRNA de GLUT-4.

Palvras-chave: Diabetes Mellitus; Inibidores do SGLT2; Resisténcia a Insulina.



ABSTRACT

Introduction: The Ministry of Health identifies Brazil as the 5th country with the
highest incidence of diabetes in the world. The existing treatments for the disease
have various limitations. SGLT2 inhibitors emerge with an insulin-independent
mechanism of action, but the treatment is limited due to a slight to moderate increase
in the incidence of genitourinary infections, among other minor complications. Thus,
the importance of investigating new molecules arises, in order to refine treatment
further. Objective: The present study aimed to determine the activity of a chemically
synthesized compound, LASSBIi0-1986, an inhibitor of the SGLT2 sodium-glucose
channels, in silico, in the regulation of glucose metabolism and in insulin-resistant
animals. Methodology: The in silico analysis was conducted using specialized
software, where predictive pharmacokinetics, toxicology, and pharmacodynamics
were evaluated based on SwissADME, ProTox-ll, DockThor, and ClusPro,
respectively. Experiments in C57BL/6 strain mice evaluated the effect of LASSBio-
1986 on blood glucose regulation, glycogen levels, oxidative stress, cytokine levels,
insulin resistance, and GLUT-4 gene expression. Results: In an in silico model, the
LASSBIi0-1986 compound showed good pharmacokinetics, with a balance between
hydro and lipophilicity being adequate, in addition to the impossibility of permeating
the blood-brain barrier. Regarding toxicology, the compound has a high level of
safety, however with the possibility of mutagenic and immunotoxic action, requiring
chronic in vivo tests to verify such data. In the GTT, the dose of 3mg/kg via i.p.
notably reduced glucose levels after 15, 30, and 60 minutes in the glucose tolerance
test. LASSBI0-1986 3 mg/kg increased the level of glycogen in the liver and muscle
and elevated glutathione levels in the liver, muscle, and kidneys. There was a
reduction in reactive acid substances in the liver and kidney. The compound reduced
the levels of pro-inflammatory cytokines in muscle, hepatic, and renal tissues.
Furthermore, LASSBIi0-1986 3 mg/kg proved to be effective in increasing insulin
sensitivity. LASSBI0-1986 has remarkable action in regulating blood glucose and

insulin resistance, in addition to reversing and increasing mRNA levels of GLUT-4.

Keywords: Diabetes Mellitus; SGLT2 Inhibitors; Insulin Resistance.
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemiolégicos variados vém demonstrando que mudancas
relacionadas ao padrdao de alimentacdo em todo o mundo associado ao
sedentarismo compdem um dos fatores mais importantes para 0 aumento de peso
gue, por sua vez, esta associado ao Diabetes Melittus 2 (DM2). O Ministério da
Saude aponta o Brasil como o 5° pais com maior incidéncia de diabetes no mundo
(com cerca de 16,8 milhdes de adultos de 20 a 79 anos), sendo a crescente
urbanizacdo e mudancas nos habitos de vida creditados com o0s principais
responsaveis por tais dados, visto que em areas rurais a prevaléncia é menor
(BVSMS, 2022).

A Federacédo Internacional de Diabetes (IDF) forneceu um dado quantitativo
sobre a estimativa global de adultos diabéticos ndo diagnosticados em 2021,
revelando variagbes entre 24,2% e 53,6% a depender da localidade, um dado
preocupante por demonstrar que os dados reais podem ser muito maiores do que as
estimativas (OGURTSOVA et al., 2022). Ademais, os tratamentos existentes para o
cuidado de doencas metabdlicas em geral, incluindo o diabetes, a obesidade e as
morbidades associadas, possuem diversas limitagcdes (CEFALU et al., 2015) o que

caracteriza o carater de prioridade em investimentos nesta area.

O lancamento de uma nova classe de farmacos — inibidores do canal co-
transportador de soédio-glicose 2 (SGLT2) — foi aprovado, surgindo como um
mecanismo de acao independente da insulina, contando com a dapagliflozina e a
canagliflozina, como exemplos de farmacos comercialmente disponiveis. Estes
medicamentos apresentam vantagens como a diminuicdo da hemoglobina glicada,
diminuicdo da glicose em jejum e pds-prandial, diminuicdo do peso, melhoria da
hiperuricemia (se presente), reducdo da pressdo sanguinea e prevencao de
complicagbes micro e macrovasculares (SINGH et al., 2018).

A agéncia regulatoria europeia EMEA (do inglés, European Medicines
Agency) aprovou o uso terapéutico da dapaglifiozina (BAUER; BRONSTRUP, 2013)
em 2012 e a agéncia americana FDA aprovou apenas em 2014. A canagliflozina
(TAHRANI et al., 2013) foi o primeiro inibidor seletivo de SGLT2 a ser aprovado pelo
FDA para uso terapéutico, o que ocorreu no ano de 2013 (BAUER et al., 2014). O
mecanismo de acdo dos inibidores de SGLT2 consiste em inibir o canal SGLT2

impedindo a reabsor¢cédo de glicose, resultando em um efeito maximo de excrecao
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renal de cerca de 80 g/dia, o que representa menos de 50% da glicose filtrada
diariamente (KATZUNG & TREVOR, 2017).

A limitagdo no tratamento se deve ao aumento leve a moderado na incidéncia
de infecgbes genitourinarias (AGGARWAL et al, 2019). Entretando, essa nova e
promissora classe de farmacos, ainda, se apresenta como uma opc¢ao recente e
pouco estudada para o tratamento do DM2. Desta forma, surge a importancia de se
investigar mais a fundo o mecanismo de a¢do dessas moléculas, bem como de que
maneira elas podem ser mais “aperfeicoadas”, a fim de reduzir ou, mesmo, eliminar
estes efeitos adversos (DA CONCEICAO et al., 2017).

O presente projeto visa estudar novos analogos quimicamente sintetizados
dos canais SGLT2 como novas formas terapéuticas para o tratamento do diabetes
melito tipo 2. O projeto visa avaliar melhoramentos nos mecanismos de agao, alvos

adicionais de acao terapéutica e reducéo dos efeitos adversos relatados atualmente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Investigar a atividade do composto LASSBIi0-1986 — inibidor dos canais

SGLT2 - através de predicfes in silico e in vivo — no metabolismo da glicose e na

resisténcia a insulina em camundongos C57BI/6.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas,
farmacodinamicas e toxicolégicas da molécula, através de predi¢des in silico,
por meio de softwares especializados;

2.2.2. Avaliar as interagcdes molécula-proteina (alvo) e proteina-proteina em rede
de interacdo STRING em andlises de docking molecular e re-docking;

2.2.3. Investigar efeito anti-hiperglicémico do inibidor dos canais SGLT2 -
LASSBIi0-1986 no teste de tolerancia a glicose (TTG);

2.2.4. Avaliacdo do efeito do LASSBIi0-1986 sobre o conteudo de glicogénio
muscular e hepatico pés TTG;

2.2.5. Avaliacdo do efeito do LASSBIi0-1986 na protecao contra o dano oxidativo
(GSH) em tecidos muscular, hepatico e renal de animais hiperglicémicos e
tratados pos TTG;

2.2.6. Avaliagéo do efeito do LASSBI0-1986 sobre o estresse oxidativo a partir de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) em tecidos muscular,
hepatico e renal de animais hiperglicémicos e tratados pos TTG;

2.2.7. Avaliacao do efeito do LASSBIi0-1986 sobre o estado inflamatorio através da
dosagem de citocinas (IL-1beta, IL-6, IL-10, TGF-beta e TNF-alfa) em
tecidos muscular, hepatico e renal de animais hiperglicémicos e tratados pés
TTG;

2.2.8. Avaliacao da atividade do LASSBIi0-1986 sobre a capacidade de reverter a
resisténcia a insulina pelo teste de tolerancia a insulina (ITT);

2.2.9. Caracterizar a resposta do inibidor LASSBIio-1986 sob os niveis de
triglicerideos séricos (TG), colesterol total (CT) e colesterol de lipoproteina
de alta densidade (HDL) em animais resistentes a insulina;

2.2.10. Analisar a capacidade do inibidor LASSBIi0-1986 em aumentar a expressao
génica de GLUT-4 em tecido muscular de animais submetidos ao ITT.

3. REFERENCIAL TEORICO
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3.1. Definicado do Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

O DM2 é determinado pela desregulagdo do metabolismo de carboidratos,
lipidos e proteinas, que resulta na secrecdo diminuida de insulina, resisténcia a
insulina ou uma combinacdo de ambos, além de uma deterioracao progressiva da
tolerancia a glicose, anterior a uma diminuicao relativa na secrecéo de insulina por
falha nas células B do pancreas, associadas ao aumento de peso, estilo de vida
sedentaria e envelhecimento (DEFRONZO et al., 2015; WHO, 2023).

Além disto, ha uma forte influéncia genética, consistindo em uma doenca
com patogénese multifatorial, resultando em um quadro de hiperglicemia, que ao
passar do tempo lesiona diversos tecidos como nervos, vasos, olhos, rins e
coracgao, dentre outros. (CHATTERJEE et al., 2017).

3.2. Fatores de Risco

Diversas caracteristicas, comportamentos e/ou condicbes aumentam a
probabilidade de um individuo a desenvolver o DM2, dentre os quais, pode-se
destacar, o historico familiar, visto que individuos que possuem parentes com
histérico de DM2, tendem a desenvolver esta patologia de maneira precoce
(GEETHA et al. 2017); a etnia, 0 que esta relacionado ndo apenas diretamente as
caracteristicas genéticas das populacdes, mas também a cultura e ao estilo de vida
destas (GOFF, 2019; SNIJDER et al., 2017); a obesidade e gordura abdominal, por
se caracterizarem como um processo inflamatério cronico, afetando de forma direta
diversas vias de sinalizacdo do metabolismo lipidico e da glicose, que promovem
uma maior resisténcia a insulina (AMPOFO et al., 2020; KLEIN et al., 2022).

Além dos fatores supracitados, o habito de fumar, pois a nicotina exerce
efeitos negativos na funcdo e na massa das células B das ilhotas pancreaticas e
nas fungdes do trato gastrointestinal e sistema nervoso, além de favorecer um
estado inflamatério (YUAN et al.,, 2019); e outros, como a sindrome de ovarios
policisticos (ZHU et al., 2021) e o uso de corticosterdides (ANDERSEN et al.,
2019).

3.3. Fisiopatologia do DM2
O DM2 é caracterizado como um disturbio metabdlico crénico causado por

b

uma desregulagdo na secrecdo de insulina concomitante & uma resisténcia
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periférica a este hormonio, culminando em quadros de hiperglicemia e dislipidemia
(ADA, 2014). Enquanto, o DM1 corresponde uma completa falha na producédo de
insulina e é predominante em individuos mais jovens, o DM2 responde a 85% dos
casos de diabetes e pode ocorrer em qualquer idade (GAW et al., 2015).

As células B pancreaticas sdo responsaveis por sintetizar pré-pro-insulina,
que € convertida posteriormente em pro-insulina por proteinas do reticulo
endoplasmatico e, por fim, no aparelho de Golgi € clivada em insulina e peptideo C,
onde é armazenada em granulos, cuja liberacdo é regulada, principalmente, pela
concentracdo plasmatica de glicose, pois, quando presente no sangue, as células
absorvem a glicose através do receptor GLUT2, o que promove o fechamento dos
canais de potassio dependentes de ATP, devido ao aumento de ATP proveninente
do catabolismo da glicose, levando a uma despolarizacdo da membrana e
consequente abertura dos canais de Ca?* dependentes de voltagem, aumentando a
concentracdo intracelular de Ca?*, resultando na exocitose de insulina
armazenadas nos granulos (BOLAND et al., 2017).

A disfungéo das células 3 € devida ndo apenas a morte destas, mas a uma
rede complexa que envolve o ambiente e diversas vias moleculares, onde em um
estado hiperglicémico, estas células se encontram sujeitas a ambientes toxicas,
como inflamacgéo, aumento do estresse oxidativo, podendo levar a uma perdade de
integridade das ilhotas, juntamente com o acumulo de gordura e excesso de acidos
graxos livres (AGL’s), h4 inducdo de estresse no reticulo endoplasmatico (RE)
destas células e ativacdo da via UPR (Unfold Protein Response) que, na
persisténcia do estimulo do estresse do RE, desencadeia mecanismos apoptoticos
como medida de seguranca, a fim de evitar maiores danos (YAMAMOTO et al.,
2019).

Além disso, altos niveis de glicose aumentam a sintese de proé-insulina e
polipeptideos amiléides de ilhota (IAAP) nas células, levando ao acumulo de
insulina com defeito de conformacéo e IAAP, aumentando a producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Estes eventos alteram a homeostasia fisiologica de
Ca?* no RE e favorecem sinais pré-apoptéticos, degradam o mRNA da pré-insulina
e induzem a liberacdo de IL-1, o que aumenta a inflamacéo local das ilhotas
(CHRISTENSEN et al., 2019).

Diversas citocinas, como TNF-q, IL-6, IL-1B, desempenham um papel crucial

na modulacdo da inflamacdo e na patogénese da resisténcia a insulina e do DM2,
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impactando no metabolismo da glicose e na funcdo das células beta pancreéticas.
Niveis elevados de IL-6 e IL-1B, por exemplo, sdo observados em individuos
obesos e associados a um maior risco para o desenvolvimento de DM2, devido a
um ciclo de inflamacao cronica e dano celular, além disto, baixos niveis de IL-10
estdo associados a um aumento da inflamacdo e podem contribuir para a
progressdo do diabetes tipo 2, enquanto, a diminuicdo dos niveis de TNF-a

melhorou a sensibilidade a insulina em modelos animais (MACEDO, 2019).

3.3.1. Acédo da Insulina e Resisténcia a Insulina

A resisténcia a insulina consiste em uma menor resposta metabdlica a
insulina circulante frente aos niveis glicémicos elevados, que pode se dar por
diminuicdo da secrecao de insulina pelas células especializadas e resposta celular
prejudicada em tecidos alvo. A acéo da insulina é influenciada pela interacdo com o
horménio do crescimento e o IGF-1, no estado alimentado e é mitigada pelo
glucagon, glicocorticoides e catecolaminas, durante o jejum, a fim de prevenir a
hipoglicemia. Esta relagdo entre insulina e glucagon determina o grau de
fosforilacdo de enzimas nas vias de sinalizacdo regulatéria, as catecolaminas
promovem a lipdlise e a glicogendlise e os glicocorticbides promovem o
catabolismo muscular, a gliconeogénese e a lipdlise. Desta forma, a secrecao
excessiva destas moléculas pode ser responsavel pela inducdo de resisténcia a
insulina (PEARSON et al., 2016).

Durante o metabolismo da glicose, a insulina estimula varios tecidos
consumidores de glicose a captar glicose, dentre eles, os principais sdo o musculo
esquelético, o tecido hepatico e o tecido adiposo (LEE et al., 2021). A insulina
secretada pelo pancreas chega diretamente ao figado através da veia porta, onde
suprime a producao enddgena de glicose (EGP), promove a glicogénese, reprime a
gliconeogénese (por meio de inibicdo da lipdlise de adipdcitos) e ativa a lipogénese
e, além disso, uma porcdo é degradada, de modo que apenas 30% a 40% chegue
aos tecidos periféricos: no musculo esquelético, promove a eliminacdo da glicose,
aumentando a captacéo de glicose e glicogénese, além de suprimir a glicogenolise;
e no tecido adiposo, suprime a lipolise e a liberacdo de &cidos graxos livres (AGL)
(Fig. 1). Uma acéo defeituosa da insulina nesses tecidos muitas vezes precede o
desenvolvimento de resisténcia sistémica a insulina, levando progressivamente ao
DM2 (GASTALDELLI et al., 2022).
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O tecido muscular esquelético é o principal local de captacdo de glicose,
responsavel pela absorcdo de aproximadamente 70%. Em uma condicdo de
excesso calérico prolongada, o tecido muscular passa a acumular acidos graxos
intramiocelulares, sendo o diacilglicerol um &cido graxo intramiocelular que sinaliza
0 excesso de energia dentro da célula, que ativa a proteina quinase C teta,
diminuindo a sinalizagcdo proximal da insulina, resultando na diminuicdo da
translocacdo do transportador GLUT-4 para a membrana celular e,
consequentemente, na reducéo da captacao de glicose pelo tecido muscular, onde
0 excesso de glicose no sangue € desviado para o figado para ser metabolizado ou
armazenado, entretanto, quando o tecido hepatico detecta um excesso de
substrato energético, ocorre um processo semelhante ao do musculo esquelético.
No figado, o conteudo de diacilglicerol ativa a proteina quinase C épsilon, que
diminui a sinalizacdo proximal da insulina e o excesso de glicose entra nos
hepatdcitos por vias independentes da insulina, criando mais acidos graxos a partir
do excesso de glicose, este excesso € depositado no figado ou como lipidio
ectopico nas visceras (PETERSEN et al., 2018).

Além disso, a supressao normal da gliconeogénese mediada pela insulina se
torna defeituosa e o figado continua a produzir glicose, aumentando o excedente
de glicose circulante. Por fim, a falha da insulina em suprimir a lipélise no tecido
adiposo resistente a insulina, aumenta os AGL’s circulantes, que afetam
diretamente o metabolismo hepéatico e muscular, acetuando o processo de
resisténcia a insulina nestes tecidos e colaborando para a disfuncdo das células
induzida pela lipotoxicidade (SAMUEL et al., 2016).

3.4. Quadro clinico de individuos com DM2

Os casos de DM2, em sua maioria, se apresentam de forma assintomatica o
gue esta relacionado ao grande numero de diagndésticos tardios, entretanto os
sintomas mais comuns sao referentes a hiperglicemia, sendo eles polidria,
polidipsia, polifagia, desfoque da visdo, cansago e sono excessivo e perda de peso
(DE CASTRO et al., 2021).

O DM2 esta associado a uma seérie de complica¢des que afetam tanto vasos
de maior calibre (complicacbes macrovasculares), quanto de menor calibre
(compliagbes microvasculares) que culminam em uma variedade de problemas de

saude associados a esta patologia. Estas compliagBes séo resultantes de diversos
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fatores, dos quais estdo envolvidos principalmente: produtos finais de glicacéao
avancada, estresse oxidativo, inflamacdo de baixo grau e proliferacdo de vasa
vasorum, que sao pequenas artérias que penetram na parede arterial tanto pela
superficie luminal, como pela superficie adventicia (CHAWLA et al., 2016).

O principal mecanismo patolégico no desenvolvimento de complicacdes
macrovasculares € a aterosclerose, que leva ao estreitamento das paredes
arteriais, associado a um estado pro-trombotico no individuo, devido ao aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que inativam o Oxido nitrico
(NO), contribuindo para a disfuncdo endotelial, resultando em doenca cardiaca
coronariana, insuficiéncia cardiaca (IC), arritmias, doenca arterial periférica e risco
aumentado de acidentes vasculares cerebrais (AVCs) (MANSOUR et al., 2023;
VIIGIMAA et al., 2019).

A hiperglicemia intracelular crénica afeta a microvasculatura, levando a
complicacBes principalmente nos rins, onde a nefropatia diabética (doenca renal
diabética) € a principal complicacdo microvascular, sendo obrigatério avaliar os
pacientes quanto a presenca desta complicacao no momento do diagnostico do
DM2; nos olhos, a retinopatia diabética (RD) € a causa mais comum de cegueira no
mundo e a perda de visdo é geralmente atribuida ao edema macular diabético, que
prejudica a visao central, ou a RD proliferativa, que pode levar a formacao de novos
vasos sanguineos e tecido fibroso, resultando em descolamento fracionado da
retina ou vitreo; e no sistema nervoso, sendo a polineuropatia simétrica sensorio-
motora distal a manifestacdo mais comum da neuropatia diabética e é resultante da
exposicdo cronica a hiperglicemia em combinacdo com fatores de risco
cardiovascular. Além disto, a disfuncdo sexual em pacientes com DM2 é também
uma das complica¢des, cuja patogénese em pacientes diabéticos é muito complexa
e resulta de uma mistura de alteragcBes vasculores, neuropaticas e hormonais
atribuidas ao DM (FASELIS et al., 2020; MANSOUR et al., 2023).

3.5. Epidemiologia do DM2

A incidéncia da obesidade atingiu propor¢des pandémicas nos ultimos anos,
se tornando independente do status socioeconémico e/ou faixa etaria. Esta
proporcao crescente de individuos com obesidade tem impulsionando os casos de
diabetes, cuja incidéncia/prevaléncia estd a aumentar a um ritmo mais rapido nos

paises menos desenvolvidos e subdesenvolvidos (FERNANDEZ et al., 2021).
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O pré-diabetes € uma condicdo metabdlica crbnica em que 0s niveis de
glicose no sangue estdo acima do limite superior considerado normal, porém
abaixo do limite para um diagnéstico de diabetes. A prevaléncia global de tolerancia
diminuida a glicose foi estimada em 7,3% da populagdo adulta em 2017,
equivalente a 352,1 milhdes de individuos, e até 2045, prevé-se que a prevaléncia
aumente para 8,3% da populacdo adulta global, o que equivale a cerca de 587
milhdes de individuos (HOSTALEK, 2019).

Estima-se que havia cerca de 382 milhdes de pacientes com DM2 em todo o
mundo em 2013, contudo a incidéncia e prevaléncia de DM2 continuam a aumentar
e, até 2035, estima-se que havera mais de 590 milhGes de pessoas com DM2
diagnosticadas, sendo a maior parte destes individuos pertencentes a paises em
desenvolvimento (REED et al., 2022).

Sun et al. (2021) estima que até 2045 a prevaléncia global de diabetes em
adultos de 20 a 79 anos passe para 783,2 milhdes de pessoas, resultando em um
aumento de gastos globais com saude relacionados ao diabetes de 1,05 trilhdes de
dolares em 2045. Okunogbe et al. (2022) prevé que até 2060 que o impacto
econdbmico do sobrepeso e da obesidade, em escala global (considerando 161
paises), aumente devido a um crescimento na prevaléncia destas condicfes
fisiologicas, mudancas populacionais e crescimento econdmico, tendo como
estimado um impacto econémico total em 2060 em torno de 3,29% do PIB de cada
pais, variando consoante o grau de desenvolvimento de cada um.

Existe uma crescente incidéncia de DM2 em idades mais precoces, onde um
grande numero de adultos jovens estdo sendo diagnosticados com DM2, sendo a
maioria destes individuos obesos, associados a quadros de dislipidemia,
tabagismo, estilo de vida sedentario e inflamacdo de baixo grau (KHAN et al.,
2020).

O montante de despesas diretas com DM2 foi estimado em US$ 232 bilhdes
no ano de 2007, enquanto, em 2019, este valor aumentou para US$ 760 bilhdes, o
que representou por cerca de 12% das despesas com saude (TINAJERO et al.,
2021).

3.5.1. Dados Epidemiolégicos do DM2 no Brasil

O Brasil € o pais com o quarto maior numero de pessoas com diabetes e em

comparacao com outros paises, o Brasil apresentou maior propor¢cdo de anos de

vida com incapacidade por diabetes. Além disto, ha uma elevada prevaléncia de
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diabetes entre os indios Xavante do estado de Mato Grosso (28,2%), evidenciando
a populacédo nativa como um grupo de risco para diabetes (SBD, 2019).

Segundo a Federagédo Internacional de Diabetes, em 2021, haviam 16
milhdes de individuos brasileiros com diabetes, das quais, 5 milhdes eram néo
diagnosticadas. A previsdo para 2045 é que este numero chegue a mais de 23
milhdes de brasileiros (IDF, 2023).

Figura 1 — Pessoas com Diabetes no Brasil, em milhares.
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Fonte: IDF, 2023.

Em relacdo aos 6bitos, em numeros absolutos, foram registradas entre os
anos de 2010 e 2021, 752.720 mortes causadas por diabetes, passando de 54.855
em 2010 para 75.438 em 2021 (BRASIL, 2022).

As despesas totais com saude relacionadas ao diabetes no Brasil, em 2021,
somaram aproximadamente 43 bilhdes de doélares (2,7 bilhdes por individuo), e
estima-se que, em 2045, este niumero atinja os 51 bilhdes de ddlares (3,3 bilhdes
por individuo) (IDF, 2023).

3.6. Diagnostico de DM2

A Sociedade Brasileira de Diabetes implica que o diagnéstico de DM2 deve
ser baseado na identificacdo de hiperglicemia no individuo, o que ocorre por meio
de testes que aferem a glicemia plasmatica de jejum, o nivel de tolerancia oral a
glicose (TOTG) e a hemoglobina glicada (HbAlc) (SBD, 2022).

Quadro 1 — Niveis de valores para diagnostico de Diabetes.
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Glicemiaem Teste Oral de Toleréncia
HbAlc (%) jejum (mg/dL) a Glicose (mg/dL)*
Normal <56 <99 <139
Pré-Diabetes 57-6,4 100 - 125 140 — 199
Diabetes 26,5 > 126 =200

*A medicao é realizada 2 horas apo0s a ingestédo da glicose.
Fonte: GOYAL et al., 2023.

O TOTG mede a quantidade de aclUcar no sangue antes e depois da
ingestdo um liquido contendo 75g de glicose, apds um jejum noturno. E os niveis
de glicose séo aferidos em torno de 2 horas ap0s a ingestao (SBD, 2022).

A Glicemia em jejum o nivel de glicose no sangue é aferido ap6s um jejum
de 8 a 12 horas, sendo considerado < 100 mg/dL, o valor para um individuo normal,
sem risco para diabetes (RIGALLEAU et al., 2021).

A hemoglobina glicada, ou HbAlc, é ndo somente utilizado como o principal
critério diagndstico, mas também € o principal biomarcador utilizado para avaliar o
controle glicémico em longo prazo em individuos com diabetes e tem correlacdo
com o desenvolvimento de complicagbes relacianadas a esta patologia. Em
comparacao com outros métodos de diagnéstico de DM2, a medicdo da HbAlc tem
um custo mais alto, entretanto, ndo requer jejum antes da medicao e ndo € afetada

por situacdes de estresse (KAIAFA et al., 2021).

3.7. Tratamentos Disponiveis para DM2

O diabetes mellitus € um problema de saude publica crescente e afeta
pessoas de todas as idades, por todo o mundo. A educacdo sobre diabetes deve
ser a base do processo de tratamento, que inclui a dieta, exercicios e o tratamento
farmacéutico, cujos resultados séo observados, principalmente, no autocuidado do
paciente e no controle metabdlico do diabetes (SWIATONIOWSKA et al., 2019).

O gerenciamento do DM2 é complexo por envolver multiplos distarbios
fisiopatologicos. A prevengdo de complicagdes microvasculares concentra-se no
controle glicémico, enquanto a prevencdao de complicagbes macrovasculares
requisita a correcdo dos fatores de risco cardiovasculares classicos. A obtencao de
um controle glicémico eficaz necessita de medicamentos antidiabéticos que

revertam as alteracdes fisiopatoldgicos presentes no DM2. Visto que nenhum
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medicamento isolado reverte as multiplas anomalias, a terapia combinada tem
ampla aceitacdo e a pratica € crescente nas prescricbes meédicas para o tratamento
de DM2 (DEFRONZO et al., 2015).

O uso de medicamentos antidiabéticos € de suma importancia para o
controle da doenca e a garantia de uma melhor qualidade de vida, entretanto, o uso
destes deve ser associado a praticas como educacao e autogerenciamento, onde
deve haver uma abordagem individualizada e personalizada para cada paciente,
redugcdo de peso como intervengdo direcionada, acompanhamento sobre a
persisténcia e adesdo ao tratamento, terapia nutricional, pratica de atividades
fisicas e melhorias na qualidade do sono, para que se obtenha um melhor resultado
no gerenciamento do DM2 (DAVIES et al., 2022).

Os medicamentos utilizados no tratamento de DM2 estdo descritos a seguir
(quadro 2):

Quadro 2 — Medicamentos e Classes utilizados no tratamento de DM2.

Medicamento/Classe Descricao

Insulina A terapia com insulina era o0 Unico tratamento
medicamentoso para DM2 até a descoberta das
sulfoniureias e das biguanidas, porém, como a
principal caracteristica de pacientes com DM2 € a
insensibilidade a insulina ligada ao excesso de
gordura, levaram a busca por outras opcfes, no
entanto, a inércia terapéutica e a natureza progressiva
da doenca levam a necessidade de suplementacao de
insulina em cerca de metade dos pacientes com DM2.
A combinacgdo com agonistas do receptor GLP1 é uma
das melhores combinagdes com insulina, que levam a
um melhor controle da glicose com menos ganho de
peso ou mesmo perda de peso e podem produzir
menos hipoglicemia (ASCHNER, 2020);

Metformina Medicamento de primeira linha para o tratamento do
DM2, que atua inibindo a gliconeogénese hepética,

entretanto, € contraindicada em pacientes
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predispostos a acidose lactica (SONG, 2016);

Secretagogos de
insulina
(Sulfoniureia e

Meglinidas)

Estimulam as células beta pancreaticas a liberar
insulina, porém, as sulfonilureias tém sido associadas
ao aumento do risco cardiovascular, especialmente
guando se trata de

(FERRANNINI et al., 2015);

gliburida/glibenclamida

Inibidores da a-

glicosidase

Inibem de forma reversivel as enzimas alfa-glicosideo
hidrolase intestinais ligadas a membrana, causando
um atraso na absorcdo e digestdo de carboidratos,
resultando em uma reducdo da hiperglicemia pos-
prandial (KAO et al., 2016);

Tiazolidinedionas

Aumentam a sensibilidade a insulina agindo nos
muasculos, no tecido adiposo e no figado para
aumentar a utilizacdo da glicose e diminuir a producao
de glicose, mas, 0 uso desta classe foi associado a

ganho de peso e IC (LEBOVITZ et al., 2019);

Inibidores da
dipeptidil peptidase-
4 (DPP-4)

Inibem a enzima que inativa rapidamente as incretinas
(GLP-1 e GIP, responséaveis por aumentar a secrecao
de insulina e inibir o glucagon em resposta a entrada
de nutrientes), aumentando 0s niveis ativos desses
horménios e melhorando a funcdo das ilhotas e o
controle glicémico no DM2 (GALLWITZ, 2019);

Agonistas do
receptor de GLP-1

Podendo ser classificados por sua duragdo em acgéo
curta ou acao prolongada, os agonistas de acao curta
fornecem ativacdo do receptor GLP1 e tendem a ter
um efeito mais acentuado na hiperglicemia poés-
prandial e no esvaziamento gastrico, com menos efeito
na glicemia de jejum, enquanto os agosnistas de acéo
prolongada ativam o receptor GLP1 continuamente
(NAUCK et al., 2021);

Inibidores dos
canais SGLT2

Inibem a reabsorcéo renal de glicose, aumentando a
excrecéo, reduzindo a hiperglicemia em pacientes com

DM2. Além disto, o0 aumento da glicosuria e da diurese
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produzida resulta na reducdo do peso e da pressao
arterial. Estes medicamentos tem dentre os efeitos
colaterais mais comuns as infec¢cbes micéticas
genitais, como candidiase vulvovaginal, vulvite,
vulvovaginite e infeccdo micética vulvovaginal, em
mulheres, e balanite e balanopostite, em individuos do
sexo masculino. Outros efeitos colaterais envolvem
hipotenséo ortostatica e a deplecao de volume (SINGH
et al., 2018).

3.8. Papel fisiolégico dos canais SGLT

O cotransportador de sdédio-glicose (SGLT) € responsavel por medeiar o
transporte de sédio e glicose através das membranas celulares, este cotransporte é
impulsionado pela extrusédo ativa de sddio, facilitando a captacdo de glicose contra
um gradiente intracelular (POULSEN et al., 2015).

O SGLT1 é o principal responsavel pela absorcao de glicose e galactose no
intestino delgado e pela reabsorcdo de uma pequena carga de glicose filtrada no
segmento 3 do tubulo proximal renal, que escapa da absorcédo pelo canal SGLT2,
que, por sua vez, é responsavel pela reabsorcdo de glicose no segmento 1 e 2 do
tubulo proximal, onde reabsorve mais de 90% da carga de glicose filtrada,
(FERRANNINI, 2017).

O processo inicia-se com a captura de ions sédio, aproveitando o gradiente
eletroquimico gerado pela bomba de sdédio-potassio, localizada na membrana
basolateral, pois, ao capturar estes ions do filtrado glomerular, os canais SGLTs
também internalizam glicose para a membrana apical, que ap0s este processo €
transportada a membrana basolateral via GLUTZ2, facilitando o movimento do
citoplasma para o espaco intersticial, permitindo a entrada na corrente sanguinea
novamente (WRIGHT et al., 2017).

O SGLT1 comporta o transporte interno de dois ions de sédio e uma
molécula de glicose em cada ciclo, onde a ligacdo do sédio aumenta a chance de
abertura da porcdo externa para que a glicose possa se ligar. Consequente a isto, a
por¢cda externa se fecha para obstruir o substrato da solucdo externa e, em
seguida, a porgdo interna € aberta para permitir que a glicose e o sodio escapem

para o citosol. Concluindo o ciclo com o fechamento da porcao interna fecha até a
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conformacao inicial. Embora os estudos cinéticos do SGLT2 ndo sejam téo
avancados quanto os do SGLT1, o modelo de transporte é semelhante e a principal
diferenca entre SGLT2 e SGLT1 é que a propor¢do de acoplamento sédio:glicose é
de 1:1 para SGLT2 (Fig. 3) e de 2:1 para SGLT1 (WRIGHT et al., 2018).

Além destes canais, existem outros pertencentes a familia SGLT, como o
SGLT3 que é encontrada principalmente nos musculos esqueléticos, no intestino
delgado, nos rins e em neurdnios colinérgicos, sendo caracterizado como um canal
ibnico basico dependente de glicose, presente nas membranas celulares dos
musculos e nas membranas neuronais, mas geralmente ndo atua como
transportador de sodio/glicose. E, com relacdo aos outros cansais desta familia, as
informacdes disponiveis sobre as proteinas SGLT4, SGLT5 e SGLT6 ainda séo
escassas (KSHIRSAGAR et al., 2020).

Figura 2 — Canais Co-Transportadores de Sodio/Glicose

Estruturas em 3D das proteinas SGLT1 (A) e SGLT2 (B).
Fonte: RCSB Protein Data Bank.

Figura 3 — Transporte de Glucose através dos canais SGLT2
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3.9. Farmacos Inibidores dos Canais SGLT

O primeiro inibidor de canais SGLT, foi a florizina, um composto de chalcona,
identificada como um inibidor inespecifico de SGLT1 e SGLT2, isolada pela
primeira vez da casca da macieira por pesquisadores franceses no século XIX.
Pesquisas sobre este composto demonstraram que a inibicdo do SGLT poderia ter
aplicacdo como uma possivel estratégia no tratamento do diabetes, devido aos
efeitos na diminuicdo da reabsorcédo renal de glicose e no, consequente, aumento
da eliminacéo renal, reduzindo os riscos relacionados a hiperglicemia. Entretanto, a
florizina ndo foi considerada um agente antidiabético apropriado por induzir efeitos
colaterais a nivel do TGl e ter baixa biodisponibilidade oral (BLASCHECK, 2017).

Os inibidores seletivos de SGLT2 e inibidores duplos do SGLT1/SGLT2 séo
uma proposta terapéutica para o diabetes devido o aumento da excrecéo urinaria
de glicose, que reduz a hiperglicemia e facilita a perda de peso. E, aléem de um
lugar na terapia no DM2, diversas pesquisas pré-clinicas e clinicas apontam efeitos
benéficos como terapia adjuvante no DM1, demonstrando resultados como redugéo
na HbAlc, perda de peso e reducdo na dose diaria total de insulina, além de néo
haver aumento nas taxas de hipoglicemia com a inibicdo do SGLT, entretanto
denotam um risco aumentado associado de cetoacidose diabética (MCCRIMMOM
et al., 2018).
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Em individuos normoglicémicos, o papel dos canais SGLT1 nos rins é
quantitativamente insignificante, porém, em individuos com DM2 nédo controlada e
em pessoas que utilizam inibidores de canais SGLT2, a contribuicdo dos
transportadores de SGLT1 torna-se consideravel, com efeitos benéficos como
reducdo na absorcdo de glicose no intestino, aumento da liberacdo de GLP-1,
reducao do risco de lesdo renal aguda mediada por inibidor de SGLT2, limitagdo de
geracdo das espécies reativas de oxigénio, além de possivel protecdo contra o
desenvolvimento de cardiomiopatia diabética (TSIMIHODIMOS et al., 2018).

No desenvolvimento de farmacos que inibem os canais SGLT, espera-se
que o impacto da inibicdo intestinal do SGLT1 no controle da glicose no sangue
seja aditivo aos efeitos renais, entretanto, sdo observados alguns efeitos negativo
como maior risco de hipoglicemia com a inibicdo dupla do SGLT1/2, além de o
efeito diurético mais forte aumentar o risco de hipotensdo, complicacdes
relacionadas com hemoconcentracdo e, principalmente, cetoacidose diabética
(RIEG et al., 2018). O aumento relativo na inibicdo do SGLT1, por estar relacionado
a absorcéo intestinal de glicose, esta associado a diarreia, por efeito osmotico da
glicose (PITT et al, 2021).

3.9.1. Farmacos inibidores de canais SGLT1

Os canais SGLT1 sédo expressos por diversos tecidos do corpo, como
células intestinais, células endoteliais cardiacas e vasculares, células do sistema
nervoso central, dentre outras. E notavel que a inibicdo destes canais altera a
metabolizacdo de carboidratos a partir do intestino, reduzindo a absorcdo de
glicose, além de induzir a liberagdo de GLP-1, reduzindo os niveis glicémicos no
sangue (SONG, et al., 2016).

A inibicdo destes canais, entretanto, estd associada a diminuicdo da
captacdo de glicose por midcitos e neurdnios expostos a hipoglicemia, este quadro,
por sua vez, tem maior risco quando ha inibicho de ambos os canais
(SGLT1/SGLT?2). Além disto, a inibicdo deste canais também s&o associados a
outros efeitos negativos, como diarréia osmotica, deterioracdo da isquemia
miocardica e exacerbacdo da lesdo celular induzida por agentes nefrotdxicos
(TSIMIHODIMOS, et al., 2018).

A mizagliflozina, um inibidor seletivo de SGLT1, desenvolvido no Japéo para

uso como antidiabético, demonstrou outros efeitos em estudos clinicos, como o
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aumento da frequéncia das fezes e reducdo da consisténcia destas, se
caracterizando como uma nova opcao terapéutica para constipacdo cronica
(INOUE, et al., 2017). Além deste efeito, foi observado em um recente estudo pré-
clinico, que a mizagliflozina ndo afetou os niveis de glicose no sangue entre cinco
grupos de animais, mas melhorou o comprometimento cognitivo vascular em
modelos de rato com doenca de pequenos vasos, através da inibicdo de SGLT1
neural, sugerindo uma acdo preventiva da patologia em questao para este inibidor
(ISHIDA, et al., 2021).

3.9.2. Farmacos inibidores de canais SGLT2

O primeiro inibidor de SGLT2, denominado canagliflozina, foi aprovado em
2013 pela FDA, cujo mecanismo de acdo se baseia na inibicdo da recaptacdo de
glicose dentro dos tubulos proximais renais. O tratamento com canagliflozina e
outros inibidores do SGLT2 apresenta alguns efeitos adversos, como polidpsia,
polidria e aumento do colesterol LDL, além de episédios de hipotensdo e aumento
da ocorréncia de infecgbes urogenitais, sendo a canagliflozina, por exemplo,
contraindicada em pessoas com insuficiéncia renal, diminuicdo da taxa de filtracdo
glomerular (TFG) ou problemas renais (JAKHER et al., 2019).

Os inibidores de SGLT2 sdo uma opcdo para pacientes obesos e
hipertensos devido a efeitos positivos na perda de peso e aos beneficios anti-
hipertensivos, e pacientes com risco elevado de hipoglicemia podem usar em
combinacdo metformina e um inibidor de SGLT2, pois o risco é menor quando
comparado com insulina e sulfonilureias. Ademais, sdo farmacos que independem
da duracdo da diabetes, pois 0 mecanismo de acdo nao se relaciona a funcao das
células B e/ou a secrecéo de insulina (HSIA et al., 2017).

A inibicdo de SGLT2 melhora os resultados cardiovasculares e renais em
individuos com DM2, tanto com funcao renal preservada, quanto com doencga renal
cronica (DRC) estabelecida, devido a diminuicdo da hiperfiltracdo glomerular por
meio de alteragcbes hemodinamicas, que reduzem a carga de transporte tubular e
preservam a TFG a longo prazo. A inibicAdo do SGLT2 reduz o trabalho de
transporte tubular ativo e, assim, reduz a demanda de energia e o consumo de
oxigénio, principalmente no cortex renal, e ao reduzir a hiperfiltragdo glomerular e a
hiperglicemia, a inibicdo do SGLT2 também reduz a albuminuria, o crescimento
tubular e a inflamagé&o tubulointersticial (NESPOUX et al., 2020).
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O uso de inibidores de SGLT2 sdo associado a muitos beneficios
metabdlicos e cardiovasculares em pacientes com DM2, logo, espera-se que a taxa
de prescricdo aumente consideravelmente, portanto, estabelecer um melhor perfil
de seguranca é de extrema importancia. O efeito adverso mais comum relacionado
a esta classe € o aumento do risco de infecgbes micoticas urogenitais (SINGH et
al., 2018), sendo mais frequente em mulheres, outros eventos sdo observados em
menor grau, como alteracdes leves no metabolismo lipidico (aumento do LDL e
HDL e diminuicdo dos niveis de triglicerideos) (SZEKERES et al., 2021), aumento
dos niveis de fosfato, causando uma maior incidéncia de fraturas, e aumento dos
casos de amputacbes, porém isto esta relacionado ao uso de canagliflozina
(FILIPPAS-NTEKOUAN et al., 2017), e reagOes alérgicas como urticéria, eritema e
eczema (RASCHI et al., 2017).

3.9.3. Avancos nas pesquisas com farmacos inibidores de canais SGLT2

Os inibidores de SGLT2 sdo conhecidos ndo apenas pela eficacia no
controle glicémico, mas também comprovadamente diminuem o0sS riscos
ateroscleroticos, as hospitalizag6es por IC, a mortalidade cardiovascular e o avango
da DRC (SANTULLI et al., 2023).

Apesar da disponibilidade de evidéncias robustas sobre o uso da inibicdo do
SGLT2 em IC e DRC com albuminuria, pesquisas clinicas sugerem o uso desta
classe de medicamentos em nefropatia diabética em pacientes com DM1, DRC
avacanda e em estagio terminal e em transplantes renais (DHARIA et al., 2023).

O efeito benéfico da inibicdo do SGLT2 vai além do controle glicémico e ndo
inclui apenas protecdo contra IC, mas também melhora a pressao arterial,
concentracdes de acido Urico, esteatose hepéatica , estresse oxidativo e inflamacéo,
0 que sugere a extensdo da indicacao destes inibidores a individuos com sindrome
metabdlica, devido a possibilidade de controlar multiplas alteracbes metabdlicas
(OSTO et al., 2023).

O uso de inibidores de SGLT2 pode estar associado a um efeito positivo
apos cirurgia bariatrica, através da reducao do risco de hipoglicemia pés-prandial,
uma complicacdo relatada apdés o procedimento, embora ainda sejam necessarios
mais estudos para confirmacéo de tal dado (SCHEEN, 2023).

A populagéo idosa é um grupo mais passivel de eventos adversos e efeitos
colaterais associados aos inibidores de SGLT2, como deple¢cdo de volume,

amputacdes de membros inferiores, infec¢des do trato urinario e agravamento da
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incontinéncia urinaria, podem ser mais comuns nesta populacdo. Entretanto, esta
classe foi notificada globalmente com um perfil de seguranca semelhante em
doentes mais velhos e mais jovens, se sobrepondo o0s eventos adversos
relacionados a deplecdo de volume aumentam ligeiramente, mas a incidéncia
permanece bastante baixa. Logo, a qualidade de vida n&o € alterada em pacientes
idosos, podendo ser melhorada em pacientes com IC (SCHEEN et al., 2023).

Em suma, os medicamentos inibidores de canais SGLT2 demonstraram
diversos beneficios clinicos, principalmente em trés grupos: (1) Pacientes com
DM2; (2) pacientes com IC com qualquer fracdo de ejecdo; (3) e pacientes com
DRC. Tendo estas trés doencas patologias sobrepostas, estes medicamentos se
tornam uma estratégia de tratamento Unica para gerir estas trés doencas cronicas
(CHAN et al., 2023).

3.10. Design de novos farmacos e Estruturas Analogas

O termo analogo € usado nas ciéncias naturais desde o século XVII para
descrever similaridade estrutural e funcional. No que se refere aos medicamentos,
esta definicdo indica que o analogo de uma molécula de medicamento existente
partilha de semelhancas quimicas e farmacolégicas com o composto original. Os
analogos podem ser diretos, isto é, possuem semelhancas estruturais e funcionais;
estruturais, ou seja, possuem apenas semelhancas quimicas, mas perfis
farmacoldgicos diferentes; e funcionais, que sdo compostos quimicamente
diferentes, mas que apresentam propriedades farmacoldgicas semelhantes
(WERMUTH, 2006).

O processo de desenvolvimento de um medicamento consiste em trés
etapas: descoberta, desenvolvimento pré-clinico e ensaios clinicos. A descoberta
do medicamento envolve diferentes abordagens, sendo ao acaso, a mais antiga e
primitiva, novas técnicas envolvem modificacfes quimicas de produtos naturais ou
medicamentos conhecidos, triagem de bancos de dados e o design racional de
medicamentos, que pode ser baseado em um ligante ou em estrutura. E, ainda
mais recente, a inteligéncia artificial (IA) invadiu a descoberta de medicamentos,
onde é usada para prever a estrutura 3D das proteinas, as interacbes droga-
proteina e a atividade da droga, construindo novas moléculas (DOYTCHINOVA,
2022).

A busca por novas moléculas € crucial por diversas razdes, como a
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variedade nas opc¢des de tratamento, pois nem todos os pacientes respondem da
mesma forma a um determinado medicamento; seguranca, visto que algumas
pessoas podem experimentar efeitos colaterais indesejados com um medicamento
especifico, mesmo que ele seja eficaz para controlar a condicdo; resisténcia ou
tolerancia; maior eficacia, o que pode resultar em melhores resultados de
tratamento para certos pacientes; menor toxicidade ou formas de administracao
mais convenientes, dentre outros. Sendo assim, a pesquisa de novas moléculas,
mesmo dentro da mesma classe terapéutica é essencial ao avanco da medicina e a
melhoria continua dos tratamentos disponiveis para os pacientes (ZHOU et al.,
2017).

4. METODOLOGIA

4.1. Obtencé&o dos Inibidores de Canais SGLT2

A molécula LASSBIi0-1986 é um derivado sintético N-acillidrazonicos, avaliada
no presente trabalho, foi disponibilizada pelo Laboratério de Avaliacdo de
Substancias Bioativas - LASSBIio®, localizado no Centro de Ciéncias da Saude -
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CCS da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ. A caracterizacdo das
estruturas quimicas foi realizada no respectivo laboratorio, como requisito para o
cadastro na quimioteca do LASSBio®, usando Ressonancia Magnética Nuclear —
RMN, e Infravermelho — IV. O derivado obtido foi submetido a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa para avaliacdo dos
respectivos graus de pureza. Os resultados das analises mostraram que 0 novo

composto foi obtido com grau de pureza superior a 97%.

A N-acilidrazona descrita, foi sintetizada em trés etapas, conforme indicado na
Figura 3. A formacao dos produtos partiu do acido quinico (1), sendo este submetido
a uma reacdo com acetona em meio acido para a protecdo das duas hidroxilas em
cis e formagcdo da respectiva lactona, fornecendo o produto lactona-cetal (2)
correspondente, em 80% de rendimento. O produto foi submetido a reacdo de
hidrazinolise, na presenca de apenas um equivalente de hidrazina hidrato em etanol
sob refluxo, para abertura da lactona e formacéo do intermediario-chave hidrazidico
correspondente (3), em 90% de rendimento.? Devido a alta polaridade da hidrazida
formada, o isolamento desta reacdo foi realizada apenas com a evaporagdo do
solvente (etanol) sob presséo reduzida, e sem a adicdo de agua. O derivado N-
acilidrazénico LASSBI0-1986 (5), foi obtido em bons rendimentos (70-72%) através
da condensacdo da hidrazida (3) com o aldeido aromatico selecionado e 4-
formilbenzoato de metila (4) em etanol, sem a utilizagcdo de catalise acida, para
evitar a possivel hidrélise do grupo de protecao do cetal.

Figura 4 — Rota sintética empregada para a sintese da N-acilidrazona LASSBio-
1986.
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4.2. Andlises in Silico
4.2.1. Obtencédo do Canonical SMILES

O desenho 2D da molécula foi fornecido pelo Laboratério de Avaliacdo e
Sintese de Substancias Bioativas (LASSBIio), a partir do qual, se obteve o
Canonical SMILES através do software ChemDraw, utilizando as ferramentas de
desenho do software, foi construida a estrutura molecular do composto de
interesse. O SMILES candnico resultante foi entdo colado em um documento de
texto separado para registro e analise subsequente.
4.2.2. Predicdo dos Parametros Absorcédo, Distribuicdo, Metabolismo e

Excrecdo (ADME)

A ferramenta utilizada para analise de parametros fisico-quimicos e
farmacocinéticos foi o SwissADME, utilizando o Canonical SMILES como fonte de

entrada. A ferramenta SwissADME, disponivel em: http://www.swissadme.ch/,

avalia a farmacocinética e a similaridade estrutural entre moléculas e as predi¢des

sdo baseadas em modelos que avaliam propriedades como lipofilicidade,


http://www.swissadme.ch/
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solubilidade, potencial de bioatividade, dentre outros. Esta ferramenta também
permite calcular descritores fisico-quimicos, fornecendo acesso a modelos
preditivos robustos e répidos para similaridade com medicamentos e
compatibilidade com quimica medicinal.
4.2.3. Predicdo datoxicidade in silico

A avaliacdo da toxicidade da molécula em estudo foi realizada através do
servidor ProTox-Il, que é uma plataforma online especializada na previséo in silico
da toxicidade de compostos quimicos, acessivel através do endereco https://tox-

new.charite.de/protox_ll/, que fornece uma combinacdo de técnicas avancadas,

como similaridade molecular, reconhecimento de farmacoéforos, propensbes de
fragmentos e modelos de aprendizado de maquina, provendo diferentes
parametros de toxicidade, que abrangem toxicidade aguda, hepatotoxicidade,
citotoxicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade, imunotoxicidade, vias de

sinalizacao adversas (Tox21) e alvos especificos de toxicidade.

Os modelos preditivos utilizados pelo servidor ProTox-Il sdo fundamentados
em dados derivados de ensaios in vitro e esta € uma base de dados robusta que
confere ao servidor uma capacidade preditiva significativa e relevante para
andlises toxicolodgicas preliminares. A analise do perfil de toxicidade da estrutura
quimica do composto LASSBIi0-1986 se deu a partir do formato SMILES.

4.2.4. Ensaios de Docking Molecular (MD)

Para a analise, as estruturas 3D da proteina e da molécula LASSBio-1986
foram carregadas como um arquivo PDB na plataforma de acoplamento. O docking
realizado foi o “blind docking” (docking cego), uma opgéao que gera uma caixa de
grade centrada no centro de coordenadas da proteina com um tamanho que cobre
todo o receptor. A predicdo da afinidade e energia total dos complexos proteina-
ligante foi realizada utilizando o programa interno DockTScore. No final do ensaio
de acoplamento molecular, os compostos (LASSBIi0-1986 e inibidores de SGLT2
existentes) foram classificados com base na energia de ligagdo alvo minima. As
ferramentas PyMOL Molecular Graphics System (verséao 2.5.4, Schrodinger, LLC,
San Diego, CA) e BIOVIA Discovery Studio 2021 foram utilizadas para analisar a
conformacdo de acoplamento do complexo proteina-ligante e os tipos de conexdo
envolvidos (SANTOS et al., 2020).


https://tox-new.charite.de/protox_II/
https://tox-new.charite.de/protox_II/
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4.2.5. Rede de Interacdo Proteina-Proteina

Para identificar a rede de interacdo proteica da proteina SGLT2, foi utilizada
a ferramenta STRING (versédo 11.5). O recurso STRING esté disponivel online em

https://string-db.org/ (acessado em 29 de novembro de 2023). Os resultados

obtidos com esta ferramenta permitiram a selecdo de complexos proteicos que

posteriormente serviram como controles para o ensaio de docking molecular (MD).
4.2.6. Re-Docking

Para o processo de re-docking foi necessario, inicialmente, selecionar um
complexo proteina-proteina da rede de interacdo fornecida pela ferramenta STRING.
Foi dada prioridade a escolha de complexos conhecidos com conforto a partir de
bancos de dados selecionados e determinados experimentalmente. Entdo, o0s
experimentos de docking molecular foram realizados utilizando o servidor ClusPro

2.0 (https://cluspro.org/login.php?redir=/home.php) (acessado em 29 de novembro

de 2023), o servidor de melhor desempenho atualmente disponivel para o desafio
CAPRI. A opcéao GPU foi selecionada porque utiliza unidades de computacao grafica
mais especificas do Massachusetts Green High-Performance Computing Center
(MGHPC). Os melhores complexos gerados pelos estudos de docking molecular
foram analisados quanto a energia de interface e interacdo entre os residuos. Esta
analise buscou avaliar e compreender como as proteinas interagem entre si,
observando a pose de interacdo predominante e o valor energético minimo
(KOZAKOQV et al., 2013; KOZAKOV et al., 2017; DESTA et al., 2020; VAJDA et al.,
2017).

4.3. Testes In Vivo
4.3.1. Experimentacdo animal

Camundongos (Mus musculus — C57BL/6) machos, com trés semanas de
idade, foram adquiridos do Biotério de Produgdo do Nuacleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceard, Brasil, cuja
instalacdo € acreditada pela Association for Assessment and Accreditation of
Laboratory Animal Care International (AAALAC, #1960).


https://string-db.org/
https://cluspro.org/login.php?redir=/home.php
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Os animais foram alojados em gaiolas com ventilacdo individual (Lab
Products, LLC) em ambiente controlado, com temperatura de 24°C + 2°C, ciclo
claro-escuro de 12/12 horas e iluminacdo média de 300 Ix, e aclimatados durante
sete dias antes dos experimentos. A racdo (NUVILAB CR1; QUIMTIA) e a agua

filtrada foram autoclavadas e fornecidas aos animais ad libitum.

O programa de enriguecimento ambiental foi realizado a partir do
acasalamento dos animais em fase reprodutiva, seguido para os filhotes desde o
nascimento até o desmame, considerando-se a complexidade do comportamento de
cada espécie, de modo a permitir seguranca e bem-estar aos animais. Neste
programa, os materiais utilizados sao trocados a cada 14 dias para camundongos.
Material utilizado para camundongos: Plataforma para gaiolas de camundongos (Lab
Products, LLC), uma folha de papel atdoxico, relax para camundongos e
enriquecimento tipo iglu de papel (Granja R.G. Séo Paulo, Brasil), envelope de papel
para ninhos, bloco quadrado de algoddo. Todos os protocolos do presente estudo
foram avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
NPDM), nimero:(17010720-0), de acordo com os regulamentos e o Guia Brasileiro
de Producdo, Manutencdo ou Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino ou
Pesquisa Cientifica, bem como a diretriz internacional ARRIVE (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments). Os experimentos animais foram realizados no
Biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), na
Universidade Federal do Ceara (UFC) quando os animais atingiram 7 semanas de
idade.
4.3.1.1. Teste de tolerancia a glicose (TTG)

O teste de tolerancia a glicose foi realizado, como triagem dos compostos,
seguindo a metodologia apresentada por Frederico et al. (2023) com modifica¢des.
Apo6s um jejum de 6 horas, os camundongos foram divididos em diferentes grupos
de 7 animais cada. Para o controle positivo, camundongos normoglicémicos
receberam Dapagliflozina [3 mg/kg, intraperitoneal (i.p.)]. A soluc&o utilizada para
solubilizacdo do farmaco (agua destilada, DMSO 0,1% e Tween-80 a 5%) foi
utilizada como controle. Por fim, o dltimo grupo recebeu doses de LASSBio-1986
(10, 3 e 1 mg/kg, via i.p. solubilizado agua destilada estéril, DMSO (0,1%) e Tween
80 (5%). Antes do inicio do tratamento, a glicemia foi aferida com um medidor de

glicose no sangue (Bioland G-500) através de corte na extremidade da cauda,
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designado tempo zero (T0’). Os camundongos entdo receberam os tratamentos e,
apos 30 min, foram submetidos a uma carga de glicose (2 g/Kg). A curva de
tolerancia a glicose foi iniciada 15 minutos apés a carga de glicose e as medi¢cdes
foram realizadas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 min (FREDERICO et al. 2017,
FREDERICO et al. 2023). Os valores de glicemia sdo expressos em mg/dL. O
figado, masculo, rins e o pancreas, foram coletados para determinacdo dos

parametros bioquimicos.
4.3.1.2. Andlise de Glicogénio

As concentracBes de glicogénio hepatico e muscular foram determinadas
por andlise colorimétrica de acordo com o método de Krisman (1962) com
modificacdes. Os tecidos foram pesados em, aproximadamente, 300 mg, e
reservados em tubo de ensaio contendo KOH 30%, entdo foram fervidos por 30
min a 100°C e resfriados a temperatura ambiente. Foi acrescentado etanol
absoluto, agitado no vértex e aquecido por 10 min a 70°C e, apés este tempo,
colocados no gelo por 15 minutos. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm
por 9 minutos e o sobrenadante foi descartado. Foi acrescentado 1 mL de H20
destilada para o figado e 500 pyL para o muasculo e agitado, retirou-se 10 uL das
amostras e acrescentou-se 130 pL do reagente de cor. As amostras foram lidas no

espectrofotdmetro a 460 nm. Os valores sdo expressos em mg/mL.
4.3.1.3. Avaliacao da atividade antioxidante pelo método ABTS e DPPH.

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil) seguindo a metodologia descrita por Becker et al. (2019), com
modificagdes, e pelo método de ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico)) descrito por Re et al. (1999). Ambos os testes foram realizados em
microplaca de fundo chato de 96 pocos em leitor Elisa BioTek, modelo ELX 800. As
diluicbes das amostras e dos padrdoes positivos utilizados nas avaliacbes
guantitativas em microplaca, partiram de solucdo mae com concentracdo de 2,0
mg.mL-1 foram: 100 yg.mL-1, 50 ug.mL-1, 25 yg.mL-1, 12,5 yg.mL-1, 6,25 pug.mL-1,
3,12 pg.mL-1. Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicao,
calculada por Pl1% = [(AC-AS)/AC].100, onde AC é a absorbéancia da solucdo de
controle DPPH ou ABTS no tempo inicial e AS é a absorbancia da solucado de
amostra contendo DPPH ou ABTS no tempo final. A absorbéancia foi aferida em 515
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nm para o radical DPPHe apds 60 min de incubagéo, e a 630 nm para o radical
ABTS+e apds de 10 minutos de incubagdo. Como padréao negativo foram utilizadas
todas as solucdes, excetuando-se a amostra. Foram extintos da analise os valores
referentes as coloragbes naturais dos extratos. Os antioxidantes quercetina e acido

galico foram utilizados para comparacao.

4.3.1.4. Avaliacdo do estresse oxidativo em amostra de figado, musculo e
rim.

4.3.1.4.1. Determinacao da concentracdo de Glutationa Reduzida (GSH)

A quantificacdo de GSH foi realizada usando o método de Sedlak e Lindsay
(1968) modificado. Tal método se baseia no desenvolvimento da coloragéo
amarela ao se adicionar o reagente de Ellman, a compostos de sulfidrila. J& que
DTNB e GSH reagem, formando &cido 2-nitro-5-tiobenzoico e GSSG. Para isso,
uma curva padrdao com concentracées conhecidas de GSH foi utilizada para

calibracdo do método.

As amostras de tecido foram homogeneizadas a 10% (peso/volume) com
solucdo de EDTA 0,02 M. Subsequentemente, adicionou-se 60 uL de &cido
tricloroacético (TCA) a 10% a 40 pL de cada amostra, a fim de precipitar as
proteinas presentes no material bioldégico. O material foi centrifugado (5000 rpm,
15 min., 4°C) e 60 pL do sobrenadante obtido foi plaqueado em placas de 96

POGOS.

No momento da leitura, adicionou-se 102 pL da solucdo de leitura (DTNB
0,01 M (&cido 5,5-ditobis(2-nitrobenzéico), Tris-EDTA). A absorbancia foi medida
imediatamente a 412 nm, em leitor de microplacas e todo o experimento ocorreu
sob refrigeracdo monitorada. Os valores sao expressos como pg de GSH por g de

tecido.

4.3.1.4.2. Determinacdo da producdo de substancias acidas reativas com o
acido tiobarbitdrico (TBARS)

A determinacéo da producédo de substancias acidas reativas com o TBARS
foi realizada usando o método de Draper e Hadely (1998) com modificacdes.

Incialmente, preparou-se uma curva-padréo de TMP (Tetrametoxipropano) e, logo
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apos, foi preparado o homogenato a 10% (P/V) em tampé&o fosfato de potassio
0,05 M. Por fim, adiconou-se a solucédo de acido perclorico a 35%. Em seguida, a
mistura foi centrifugada a 14.000rpm por 15 min (4°C), e 600 ul do sobrenadante
foram retirados e homogeneizados com 200 ul de acido tiobarbitarico a 0,8%. A
mistura foi levada ao banho-maria em eppendorfs envolvidos com papel aluminio e
mantidos a 95-100°C por 30 minutos. Por fim, as amostras foram pipetadas em
placa de 96 pocos e o resultado foi obtido a partir da leitura da absorbancia em
comprimento de onda de 532nm usando um leitor de placas. Os valores sao

expressos como nmol de MDA por g de tecido.
4.3.1.5. Dosagem de citocinas

As amostras utilizadas foram as mesmas amostras usadas para avaliar o
estresse oxidativo (tecidos muscular, hepatico e renal). Foram dosadas as citocinas
IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-q.

O anticorpo de captura foi incubado em placas NUNC a -20°C overnight, no
dia seguinte as placas foram lavadas 3x com PBS e foi adicionado BSA 1% e
incubado em temperatura ambiente por 1 h, logo apoés, as placas foram lavadas 3x
com PBS, entdo foram adicionados as amostras e os padrbes (para a curva) e as
placas foram incubadas por 2 h na geladeira (2 — 8° C). As placas foram lavadas 3x
com PBS e foi adicionado o anticorpo de deteccado e as placas foram incubadas por
2 h na geladeira (2 — 8° C). As placas foram lavadas 3x com PBS e foi adicionado
estreptavidina. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 20 min.,
cobertas por papel aluminio, logo apds, foram lavadas 3x com PBS e, entdo, foram
adicionados os regentes de cor e as placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 20 min., envoltas por papel aluminio. ApGs este tempo, foi adicionado
uma solucao de acido sulfdrico 2N, para parar a reagdo. As placas foram lidas a 450

nm. Os valores séo expressos em pg/mL (R&D Systems, 2024).
4.3.1.6. Teste de Resisténcia a Insulina com Dexametasona

Os camundongos foram divididos em cinco grupos: (1) camundongos
receberam veiculo (solucdo salina); (2) dexametasona (0,1 mg/kg, via subcutanea
s.c.); (3) LASSBI0-1986 (3 mg/kg, via i.p.) e dexametasona (0,1 mg/kg, via s.c.); (4)
dapaglifiozina (3 mg/kg, via i.p.) e dexametasona (0,1 mg/kg, via s.c.); e (5)

LASSBIi0-1986 (3 mg/kg, via i.p.). Os camundongos foram induzidos com injecoes
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subcutaneas diarias das 8h30 as 9h30 da manhd, durante 5 dias consecutivos, de
acordo com Frederico et al. (2023). No quinta dia os animais passaram por um
jejum de 4 h e o teste de tolerancia a insulina (TTI) foi realizado. Por meio de um
corte na extremidade caudal do animal foi realizada a primeira coleta de sangue
para dosagem de glicose (T0), em seguida, foi injetado por via I.P. 2 Ul de insulina
por quilo de animal e amostras de sangue foram coletadas pela cauda nos tempos
7, 14 e 28 minutos para a determinagéo da glicose sérica. A média da constante de
decaimento da glicose (kITT) foi calculada usando a formula 0,693/ti2. O ti2 da
glicose foi calculado a partir da curva da andlise dos minimos quadrados da
concentracdo da glicose sérica durante a fase de decaimento linear. O figado,
musculo, rins e o intestino delgado foram coletados para determinagdo dos

parametros bioquimicos.
4.3.1.7. Andlise do Perfil Lipidico

Dos animais submetidos ao teste de resisténcia a insulina, foram coletadas
amostras de sangue e obtido o plasma, a partir do qual os niveis séricos de CT,
HDL e TG foram avaliados com o uso de kits diagndstico (Labtest Diagndstica
S.A., Brasil) e o procedimento seguir de acordo com o descrito pelos fabricantes.

Os valores séo expressos em mg/mL.
4.3.1.8. Andlise da Expresséo Génica de GLUT-4 por RT-PCR

Inicialmente, o0 RNA foi extraido de células ou tecidos utilizando Trizol,
seguido de uma purificacdo que incluiu etapas de centrifugacdo e lavagens com
alcool isopropanol e etanol, finalizando com a solubilizacdo do RNA em &gua livre
de RNase. ApOs a extragdo, a quantificacdo do RNA foi realizada por meio de um
espectrofotdometro Nanodrop. Para a sintese de cDNA, utilizou-se um master mix
especifico e um termociclador programado para condigdes otimizadas. A reacao de
PCR foi conduzida adicionando-se primers especificos ao cDNA e utilizando um
termociclador para a amplificacdo. Finalmente, os produtos de PCR foram
analisados em um equipamento de PCR em tempo real (QuantStudio), seguindo
um protocolo rigoroso que incluiu diluicbes especificas e preparacdo de misturas

para assegurar a especificidade e eficiéncia da amplificacéo.

A expressao génica de GLUT-4 foi quantificada por PCR em tempo real,

utilizando o gene housekeeping PPIA como controle interno para normalizagao.
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ApoOs a extracdo e quantificacdo do RNA total, a sintese de cDNA foi realizada
conforme descrito anteriormente. Para a amplificacdo de GLUT-4 e PPIA, foram
utilizados primers especificos, com as seguintes etapas de PCR em tempo real:
uma etapa inicial de desnaturacdo seguida de 40 ciclos de desnaturagéao,
anelamento e extensdo. As condi¢cdes de anelamento foram ajustadas de acordo
com as sequéncias especificas dos primers. A quantificacao relativa da expressao
génica foi calculada utilizando o método AACt, normalizando os valores de Ct de

GLUT-4 pelos valores de Ct de PPIA para cada amostra.

4.4. Anélise Estatistica

A analise das varidveis, pesos dos animais, toxicidade e parametros
bioquimicos foi expresso como média + erro padrdo da média. Enquanto a
observacdo das variaveis: peso de tecidos e glicemia em jejum foi expresso em
meédia * desvio padrdo da média e analisado por meio da comparacao multipla de
resultados paramétricos utilizando ANOVA seguido de post-test de Bonferroni. O
nivel de significAncia adotado foi p<0,05. O software GraphPad Prism 8.0 foi

utilizado para analise de dados e desenho de graficos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Testes in silico
5.1.1. Farmacocinética

Segundo o livro Farmacologia de Rang & Dale (2020), a farmacocinética
estuda o movimento dos farmacos pelo corpo, 0 que inclui os processos de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME), conceito que é
fundamental na clinica para entender como as doses dos farmacos devem ser
ajustadas para atingir e manter as concentracfes terapéuticas no plasma ou no
sitio de acdo, sem atingir niveis que possam causar toxicidade, ajudando a
determinar a dosagem e a frequéncia de administracdo dos farmacos para otimizar
a terapia medicamentosa, minimizando os efeitos colaterais e maximizando a
eficacia.

Para a avaliagdo dos parametros preditivos na farmacocinética da molécula
LASSBIi0-1986 foram utilizados dois servidores: “SwissADME” e “pkCSM”. O
emprego de multiplas plataformas in silico, como SwissADME e pkCSM, tenta
fornecer uma abordagem mais robusta e complementar para a avaliagao inicial das
caracteristicas da molécula LASSBIi0-1986, tendo como justificativa para a utilizacao
conjunta dessas ferramentas a complementaridade dos métodos de predicdo e a
diversidade dos parametros avaliados, focando em aumentar a confiabilidade dos
resultados e proporcionar uma compreensdo mais abrangente das propriedades
farmacocinéticas da molécula em estudo, visando uma validacdo cruzada dos

resultados.
5.1.1.1. Parametros Fisico-Quimicos

A SwissADME ¢é uma ferramenta on-line de acesso gratuito em:

http://www.swissadme.ch e possui facil analise dos resultados, até mesmo para

pesquisadores nao especialistas. A sigla ADME vem do inglés e significa
“‘Administragéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excregdo”. Os pontos fortes do
SwissADME séo diferentes métodos de entrada, computacdo para multiplas
moléculas e a possibilidade de exibir, salvar e compartilhar resultados por molécula
individual ou através de gréaficos globais intuitivos e interativos. Além disto, o

SwissADME esta integrado no espaco de trabalho SwissDrugDesign, um banco de


http://www.swissadme.ch/
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dados que centraliza informacfes sobre centenas de aminoacidos nao naturais

disponiveis comercialmente para design de peptideos (DAINA et al., 2017).

O pkCSM é uma ferramenta usada na previsdo das propriedades
farmacocinéticas e toxicologicas de diversos compostos quimicos, como absorcéao,
distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade com avaliacdo da hepatotoxicidade,
cardiotoxicidade, toxicidade da reproducdo, mutagenicidade, dentre outros
parametros. No entanto, como qualquer ferramenta de modelagem computacional,
suas predicdes devem ser validadas e complementadas com dados experimentais

para garantir a confiabilidade dos resultados (PIRES et al., 2015).

O codigo SMILES utilizado para a obtencdo dos dados preditivos no
SwissADME foi: “COC(=0)C1=CC=C(\C=N\NC(=0)[C@@]2(O)C[C@@H]30C(C)
(C)O[C@@H]3[C@@H](O)C2)C=C1".

Figura 5 — Propridades Fisico-Quimicos do composto LASSBi0-1986 segundo
SwissADME e pkCSM.

m“

Férmula C19H24N207

Peso molecular 392.40 g/mol 392.408 g/mol
Numero de ligagoes rotaveis 6 4
Numero de aceptores de ligagdes de H 8 8
Numero de doadores de ligagdes de H 3 3
TPSA 126.68 A 161.831 A
Lipofilicidade (LogP) 0,33 (WLOGP) 0,3292
Hidrofilicidade (Log$S) -2,66 (Ali) -2,835
Solubilidade 8,63e-01 mg/ml; 2,20e-03 mol/l -
Classe Solavel

O composto LASSBIi0-1986 (Fig. 5) possui férmula molecular C19H24N207,
cujo peso molecular é 392,40 g/mol, que é menor que 500 g/mol — considerado ideal
para farmacos, visto que compostos com altos pesos moleculares tendem a ter
problemas de permeabilidade (LIPINSKI et al., 2001).
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Este composto possui, de acordo com o SwissADME, 6 (seis) ligacdes
rotativas, indicando uma estrutura menos rigida, o que melhora a afinidade por alvos
biolégicos, com ligacdes rotaveis o suficiente que aprimora a solubilidade e
farmacocinética. O SwissADME considera uma ligacdo rotavel como qualquer
ligacdo simples entre a&tomos que ndo sejam atomos terminais e que nado facam
parte de uma ligacdo dupla, um anel ou um grupo funcional rigido. Enquanto o
pkCSM utiliza uma definicdo semelhante, podendo haver pequenas variagées na
forma como as ligacbes sdo contadas devido a diferengas nos algoritmos e na
interpretacdo estrutural, o que pode justificar a discrepancia entre os resultados,
onde o pkCSM identificou apenas 4 ligacdes rotaveis na molécula, indicando uma

menor flexibilidade quando comparada ao resultado do SwissADME.

Entretanto, mesmo com diferencas nos nimeros exatos, ambos os resultados
sugerem que a molécula tem uma quantidade moderada de flexibilidade, o que € um
fator a ser considerado em seu perfil farmacocinético. Ha oito aceitadores de
ligagOes de hidrogénio e trés doadores de ligagbes H nesta estrutura, estando dentro
do limite aceitdvel para um bom candidato a farmaco, pois um excesso destes
aceitadores/doadores afetaria adversamente a permeabilidade do composto
(VEBER et al., 2002; KENNY, 2022).

O valor de TPSA foi medida entre 126,68 e 161.83 A2 estando em
conformidade com os valores ideais para um composto com boa biodisponibilidade
oral, visto que se trata de um valor maior que 90 A2, cujos valores abaixo deste s&o
encontrados em moléculas com boa permeabilidade a barreira hematoencefélica
(BHE), o que néo é interessante no caso do composto LASSBIi0-1986 (VISTOLI et
al., 2007).

A lipofilicidade de um medicamento deve ser forte o suficiente para que este
possa atravessar as membranas celulares de maneira eficiente e,
consequentemente, ter boa atividade biolégica. Para avaliar esta caracteristica,
exitem varios métodos que podem ser utilizados, o WLOGP é uma implementacdo
prépria do Swiss ADME baseada em um método atomistico do sistema fragmentado
de Wildman e Crippen e o pkCSM utiliza algoritmos de aprendizado de maquina,

como redes neurais, arvores de decisdo ou meétodos de regressdo, para
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correlacionar os descritores moleculares com os valores experimentais de LogP.
(PIRES et al., 2015; DAINA et al., 2017).

O valor de LogPow (WLOGP) foi 0,33, enquanto o valor fornecido pelo
software pkCSM foi de 0,3292. Os valores logP sugerem que o LASSBIi0-1986 é
uma molécula que tem uma leve preferéncia por um ambiente lipofilico (apolar) em
comparacao a um ambiente aquoso (polar), sendo razoavelmente soluvel em &gua,
embora o LogP ndo seja alto, a molécula ainda possui alguma afinidade por fases
lipidicas, o que pode permitir uma boa permeabilidade através de membranas

celulares lipidicas.

Para uma boa absorc¢éo e biodisponibilidade oral, um medicamento, também,
deve dispor de uma boa solubilidade aquosa, para avaliar isto, 0 Swiss ADME utiliza
alguns métodos, onde o método ALI, que considera o efeito do TPSA, calculou a
hidrosolubilidade do composto em torno de -2,66, enquanto o pkCSM calculou um
valor de LogS para LASSBIi0-1986 de -2,835, desta forma, ambos sugerem que a
molécula seja soluvel em meio aquoso, além disto, 0 SwissADME sugere um valor
de solubilidade em mg/ml e em mol/l; (DAINA et al., 2017). A escala Log S varia
entre -10 (insoluvel), -6 (pouco solavel), -4 (solavel), -2 (muito soltvel) e 0 (altamente
solavel) (SHWETA et al., 2019).

Figura 6 - Radar de Biodisponibilidade da molécula LASSBio-1986
apresentado pelo SwissADME

Lipofilicidade

Flexibilidade Tamanho

o Insaturagéo Polaridade

Insolubilidade



56

A Figura 6 mostra o radar de biodisponibilidade, indicando a zona colorida
como o melhor espaco fisico-quimico para a biodisponibilidade oral de um farmaco,
considerando fatores como lipofilicidade (LIPO — XLOGP3 entre -0,7 e + 5,0),
tamanho da molécula (SIZE — Peso molecular entre 150 e 500 g/mol), flexibilidade
(FLEX — Numero de ligacOes rotativas menor que 9), saturacao (INSATU — Fracao
Csp? entre 0,25 e 1), polaridade (POLAR — TPSA entre 20 e 130 A?) e solubilidade
(INSOLU - LogS (ESOL) entre — 6 e 0) (DAINA et al., 2017). A molécula LASSBio-
1986 se encaixou totalmente dentro da zona colorida, indicando que, de forma geral,

trata-se de uma molécula promissora para biodisponibilidade oral.
5.1.1.2. Absorcéao

A absorcdo de um farmaco € o processo que envolve a passagem do farmaco
do local de administracdo para a corrente sanguinea e fatores como a solubilidade
do farmaco, a sua lipofilicidade, o pH do ambiente gastrointestinal e a presenca de
alimentos podem influenciar significativamente a taxa desta absorc¢éo, cujo processo
é influenciado por diversos mecanismos, incluindo difusédo passiva, transporte ativo e
endocitose, sendo a difusdo passiva, 0 mecanismo mais comum para farmacos com
caracteristicas mais lipofilicos (RANG & DALE, 2020).

Figura 7 — Propriedades preditivas relacionadas a absor¢cdo do composto
LASSBIi0-1986 fornecidas por SwissADME e pkCSM

ﬂ“

Permeabilidade Caco-2 ---- 0,486 (log Papp em 10e-06 cm/s)
Absorgdo no TGl Alta 57,943%

Substrato da Glicoproteina-P Sim Sim

Inibidor da Glicoproteina-Pl e Il - Nao/Nao

LogKp -8,39 cm/s -3,03 cm/s

O composto LASSBI0-1986 (Fig. 7) pode possuir moderado (57,94%) a alto
grau de absorcdo no trato gastrointestinal (TGI), o que a reforgaria como uma
molécula potencial para administracdo oral. Entretanto, o valor 0,486 de log Papp
fornecido pelo software pkCSM para a permeabilidade Caco-2 de um farmaco
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oferece uma abordagem sobre a potencial absor¢ao no intestino humano, sendo um
topico importante para o desenvolvimento eficaz de medicamentos administrados
por via oral e este resultado sugere uma taxa na qual um composto atravessa a
monocamada de células Caco-2, que € um modelo in vitro usado para simular a
barreira intestinal humana. O valor de 0,486 indica que a permeabilidade aparente
do farmaco é aproximadamente 3,05 x 10e-6 cm/s, onde farmacos com um valor de
Papp acima de 10e-5 cm/s sé&o considerados de alta permeabilidade, enquanto
agueles abaixo de 107-6 cm/s sédo de baixa permeabilidade. Portanto, um valor de
3,05 x 107-6 cm/s situa-se no limite inferior da permeabilidade moderada, indicando
que o farmaco pode ser absorvido de maneira razoavel, mas talvez nao téo
eficientemente quanto compostos com maior permeabilidade (BITTERMANN &
GOSS, 2017).

Ademais, o Log Kp indica o nivel de permeabilidade da molécula na pele,
uma vez que o Kp descreve a taxa de permeacdo quimica através da camada mais
externa da epiderme, onde em uma faixa de -8 a 0, quanto maior o valor de Log
Kp, melhor a permeabilidade através da pele, a molécula LASSBIi0-1986
apresentou um valor de Log Kp igual a -8,39, apontando, assim, que as
administracdes topicas ou transdérmicas ndo sao rotas viaveis (CHEN et al.,
2018).

Entretanto, a molécula provavelmente se trata de um substrato para a
glicoproteina P (P-gp), o que pode limitar a biodisponibilidade da molécula, afinal a
P-gp € uma glicoproteina transmembrana que é responsavel pelo efluxo de muitos
compostos nocivos dentro da célula para o espaco extracelular, mas, por outro lado,
também eflui muitas drogas para fora das células, o que pode reduzir
substancialmente a bioatividade de muitas drogas. Além disto, a molécula LASSBio-
1986 provavelmente néo inibe as glicoproteinas P | e Il, 0 que em nao interfere na
funcdo da P-gp e, consequentemente, a molécula ndo afetara a biodisponibilidade
de medicamentos que sao substratos da P-gp, conferindo menor risco de interagdes
medicamentosas, contribuindo para um perfil de seguranga mais favoravel
(CHANDRASEKARAN et al., 2018).

5.1.1.3. Distribuicéo
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A distribuicdo de farmacos € um processo que envolve a transferéncia dos
medicamentos do compartimento central para os diversos tecidos e 6rgaos do corpo,
que é influenciada por vérios fatores, incluindo a perfusdo sanguinea dos 6rgaos, a
capacidade do farmaco de atravessar membranas celulares, a ligacdo as proteinas
plasmaticas e aos tecidos, bem como as propriedades fisico-quimicas do proprio
farmaco, como solubilidade e pKa (RANG & DALE, 2020).

Figura 8 — Propriedades preditivas relacionadas a distribuicdo do composto
LASSBIi0-1986 fornecidas por SwissADME e pkCSM

m“

VDss (humano) - -0,499 (log L/kg)
Fragdo néo ligada (humano) --- 0,352 (Fu)

Permeabilidade na BHE Nao -1,197 (Log BB)
Permeabilidade no SNC - -3,522 (Log PS)

O VDss indica o volume de distribuicdo no estado de equilibrio, um parametro
farmacocinético que indica a extensado na qual um farmaco se distribui pelos tecidos
do corpo em relacao ao plasma, apés atingir um estado de equilibrio. Um valor de
VDss igual -0,499 em escala logaritmica (log L/kg), implica que, em média, para
cada quilograma de peso corporal, o farmaco se distribui em um volume de
aproximadamente 0,317 litros (revertendo a transformacdo logaritmica). Este valor
de VDss indica uma molécula que tem uma distribuicdo limitada fora da corrente
sanguinea, sugerindo que o farmaco permaneca predominantemente no plasma
com menor penetracdo nos tecidos. Este tipo de composto quimico tende a ser
excretado mais facilmente por processos que atuam no sangue, COmMO a excrecao
renal (LOMBARDO et al., 2021).

A fracdo néo ligada (Fu) de um farmaco € a proporgédo do farmaco que néo
esta ligada as proteinas plasmaticas e esta livre no sangue para exercer seu efeito
terapéutico ou ser metabolizada e excretada. Um valor de Fu igual a 0,352 indica
que 35,2% do farmaco esta presente na forma livre, enquanto 64,8% esta ligado as
proteinas plasmaticas. Considerando que apenas a fragdo nédo ligada do farmaco é

farmacologicamente ativa, um valor Fu de 0,352 sugere que uma parte relativamente



59

significativa do farmaco esta disponivel para interagir com seus alvos biologicos e
produzir seu efeito terapéutico. E importante destacar que farmacos que possuem
um alto percentual de fracdo ligada as proteinas plasméticas (baixo Fu) podem
deslocar ou ser deslocados por outros farmacos, levando a possiveis interacdes
medicamentosas. Farmacos com uma fracdo néo ligada de 0,352 tém uma duracgao
de acdo que é influenciada pela liberacédo gradual da porcéo ligada a medida que a
fracdo nao ligada é eliminada (WATANABE et al., 2018).

A permeabilidade na barreira hematoencefalica (BHE) é um parametro
importante para determinar se um farmaco pode alcancar o sistema nervoso central
(SNC). A BHE € uma estrutura altamente seletiva que protege o cérebro de
substancias potencialmente nocivas, enquanto permite a passagem de nutrientes
essenciais. Quando a permeabilidade na BHE de um farmaco € expressa como -
1,197 em termos logaritmicos (log BB), isto pode ser convertido para uma forma
linear, obtendo-se um valor igual a 0,064, o que indica que a concentracdo do
farmaco no cérebro é cerca de 6,4% da sua concentracdo no plasma, sugerindo,
entdo, que a molécula tem uma baixa capacidade de atravessar a BHE. A baixa
permeabilidade pode ser vantajosa para minimizar os efeitos adversos no SNC para
farmacos destinados a tratar outras partes do corpo (WANG et al., 2019). Isto é
reforcado pelo dado fornecido pelo SwissADME, onde o composto LASSBIio-1986
(Fig. 8) ndo é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), o que sugere
possibilidade nula de acédo sobre o sistema nervoso central (SNC), que € ideal, no

caso de um farmaco desenvolvido para o DM2.

Além disto, a permeabilidade no sistema nervoso central (SNC) é um
parametro que indica a capacidade de um farmaco de penetrar nos tecidos do SNC,
incluindo o cérebro. Esse parametro é frequentemente expresso como log PS, onde
PS representa a permeabilidade-suficiéncia. Uma permeabilidade no SNC de um
farmaco no valor de -3,522 em termos logaritmicos (log PS), indica uma

permeabilidade extremamente baixa do farmaco no SNC (NEUMAIER et al., 2021).

5.1.1.4. Metabolismo

O metabolismo de um farmaco envolve a biotransformacdo de substancias

guimicas no organismo, resultando em metabdlitos que podem ser mais facilmente
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excretados, ocorrendo principalmente no figado e € mediado por enzimas
especificas, como as do citocromo P450. Este processo pode ser dividido em duas
fases: a fase |, que inclui rea¢cbes de oxidacao, reducédo e hidrédlise, e a fase Il, que
envolve reacdes de conjugacdo, aumentando a solubilidade dos metabdlitos. O
metabolismo dos farmacos ndo apenas facilita a eliminacdo, mas também influencia
na duracdo e na intensidade do efeito terapéutico, além de ser uma etapa crucial
para a desativacdo ou formacdo de compostos potencialmente toxicos (RANG &
DALE, 2020).

Figura 9 — Propriedades preditivas relacionadas ao metabolismo do composto
LASSBIi0-1986 fornecidas por SwissADME e pkCSM

Substrato CYP2D6 - Nao
Substrato CYP3A4 - Néo
Inibidor CYP1A2 Nao Nao
Inibidor CYP2C19 Nao Nao
Inibidor CYP2C9 Nao Nao
Inibidor CYP2D6 Nao Nao
Inibidor CYP3A4 Nao Nao

A provavel auséncia de metabolismo por CYP2D6 e CYP3A4 significa que o
farmaco ndo sera significativamente metabolizado por essas vias enzimaticas
especificas, podendo levar a uma menor variabilidade interindividual no metabolismo
do farmaco, visto que a atividade dessas enzimas pode variar amplamente entre
diferentes pessoas devido a fatores genéticos e condicdes fisioldgicas, conferindo
assim, menor risco de interacbes medicamentosas; perfil de metabolismo diferente,
pois a molécula pode ser metabolizada por outras vias enzimaticas, como outras
isoenzimas do citocromo P450 ou por enzimas ndo pertencentes a familia do
citocromo P450, como transferases ou esterases, podendo resultar em diferentes
metabdlitos e potencialmente influenciar a eficacia e seguranca do farmaco. Com
isto, & possivel tornar a administragdo do farmaco mais previsivel e segura em
populacdes diversas (TYZACK et al., 2019).

O composto provavelmente nao interage com as principais isoformas do
complexo P450 (CYP1A2, 2C19, 2C9, 2D6 e 3A4), o que da a molécula mais um
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ponto positivo, pois isto diminui a chance de interacdo com outros medicamentos
administrados, principalmente, devido ao fato de esta molécula ser desenhada para

uma disfunc@o metabdlica em que ndo hé cura e o tratamento € continuo.
5.1.1.5. Excrecéo

A excrecdo de um farmaco é a etapa final no processo farmacocinético,
envolvendo a remocado do farmaco e seus metabdlitos do corpo, sendo a via renal a
principal via de excrecdo, onde os farmacos séao eliminados na urina apos filtracéo
glomerular, secrecao tubular ativa e reabsorcdo passiva. Outras vias importantes
incluem a biliar e eliminagédo nas fezes e, ainda, menos comumente, a excregao
pulmonar e/ou através do suor ou saliva. A eficiéncia da excrecdo depende das
propriedades fisico-quimicas da molécula, como solubilidade e ionizacdo, assim
como da funcdo excretora dos oOrgdos envolvidos. A compreensdo desses
mecanismos € crucial para a determinacdo da meia-vida do farmaco, a frequéncia

de dosagem e a minimizacdo de possiveis efeitos toxicos (RANG & DALE, 2020).

Figura 10 — Propriedades preditivas relacionadas ao metabolismo do composto
LASSBIi0-1986 fornecidas por pkCSM

Clearance total - 1.159 (log ml/min/kg)

Substrato OCT2 Renal - N&o

O clearance (ou depuracao) total de um farmaco é a medida que indica a
eficiéncia com que o farmaco é removido do corpo por uma via de excre¢cao. Quando
o clearance total de uma molécula é expresso como 1.159 em termos logaritmicos
(log ml/min/kg), isso pode ser interpretado como um farmaco que € removido do
corpo de forma relativamente eficiente. Valores mais altos de clearance significam
que o farmaco é rapidamente eliminado, o que pode exigir administracdo mais
frequente para manter niveis terapéuticos no sangue. Isto € importante no
planejamento de regimes terapéuticos para garantir que os niveis do farmaco
permanecam eficazes sem quedas significativas. Um clearance total de 1.159 (log
ml/min/kg), equivalente a aproximadamente 14.44 ml/min/kg, sugere uma eliminagéo
relativamente rapida e a possivel necessidade de dosagens frequentes para manter

niveis terapéuticos (NAKAYAMA et al., 2020).
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O transportador catidénico organico 2 (OCT2) € uma proteina transportadora
expressa principalmente nos tdbulos proximais dos rins e desempenha papel
significativo na captacdo renal de cations organicos, incluindo muitos medicamentos
e seus metabdlitos. A molécula LASSBIi0-1986 se apresentou como possivelmente
negativa para substrato de OCT2 renal, o que tem algumas implicacdes possiveis,
como, por exemplo, a excrecdo renal dessa molécula ndo depende da captacao
mediada por OCT2, logo, ela ser4 excretada pelos rins através de outros
mecanismos, como filtracdo glomerular, secrecédo tubular por outros transportadores,
ou pode nem ser significativamente excretada pelos rins; a auséncia de interacao
com OCT2, também, pode reduzir o risco de interacdes medicamentosas
relacionadas a esse transportador, afinal varios farmacos podem competir por
transporte via OCT2, o0 que pode alterar as concentracdes plasméticas e os efeitos
terapéuticos (WRIGHT, 2019).

5.1.1.6. Propriedades estruturais medicinais e relacionadas a farmacos

(“Druglikeness”)

De acordo com Lipinski, ha um conjunto de diretrizes, denominado “regra
dos 57, para selecionar candidatos com boas propriedades de biodisponibilidade
oral, que define os seguintes parametros: (1) peso molecular < 500 Da; (2) LogP
(coeficiente de particdo octanol-agua) < 5; (3) numero de doadores de ligagao de
hidrogénio < 5; e (4) numero de aceitadores de ligagao de hidrogénio < 10. Afinal,
apesar das abordagens de formulacéo e sintese de novos medicamentos cada vez
mais sofisticadas, deficiéncias nas propriedades fisico-quimicas representam a
diferenca entre o fracasso e o desenvolvimento de um medicamento oral bem-
sucedido (LIPINSKI et al., 2001).

O composto LASSBI0-1986 possui um perfil fisico-quimico que demonstra
ser adequado para um candidato a farmaco, com peso molecular, nimero de
atomos pesados e area de superficie polar topolégica (TPSA) dentro dos limites

aceitaveis.

Figura 11 — Propriedades preditivas da molécula LASSBi0-1986 relacionadas
ao seu potencial estrutural como farmaco e as suas caracteristicas quimicas

no ambito medicinal apresentadas pelo Swiss ADME
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Potencial Farmacéutico (“Druglikeness”™)

Lipinski Sim; 0 violagdo
Ghose Sim
Veber Sim
Egan Sim
Muegge Sim
Escore de Biodisponibilidade 0.55
A

Quimica Medicinal

PAINS 0 alerta
Brenk 1 alerta: imina_1
Potencial Medicamento N&o; 1 violagdo: PM>350

Acessibilidade de Sintese | 4.69

B

A. “Druglikeness” — Semelhanca estrutural a Farmacos; B. Analise Medicinal da
Quimica da Molécula LASSBio-1986.

Fonte: SwissADME, 2023.

A semelhanca com o farmaco (Fig. 11) foi estabelecida a partir de analises
estruturais e/ou fisico-quimicas do composto, a partir de uma filtracdo de bibliotecas
quimicas que exclui moléculas com propriedades incompativeis com um perfil
farmacocinético aceitavel. Estes filtros sdo originados de andlises feitas por grandes
empresas farmacéuticas cujo objetivo € melhorar a qualidade das cole¢cbes
quimicas. O filtro Lipinski (Pfizer) € o filtro pioneiro implementado, seguido pelos

métodos Ghose (Amgen), Veber (GSK), Egan (Pharmacia) e Muegge (Bayer).

Enquanto o escore de biodisponibilidade procura prever a probabilidade de
um composto ter pelo menos 10% de biodisponibilidade oral em ratos ou
permeabilidade mensuravel de Caco-2 e esta pontuacédo semiquantitativa baseia-se
na carga total, TPSA e violagao do filtro Lipinski (DAINA et al., 2017).
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Com um escore de biodisponibilidade de 0,55, o parametro de semelhanca ao
medicamento é considerado alto, pois se enquadra em todas as regras citadas,
sendo uma molécula com moderada biodisponibilidade oral e um pefrfil

farmacocinético aceitavel.

PAINS (compostos de interferéncia de pan-ensaio) sdo moléculas contendo
subestruturas que mostram resposta potente em ensaios, independentemente da
proteina alvo, produzindo resultados biologicos falso positivos, por interagirem de
maneiras indesejaveis com outras proteinas ou interferirem com as condi¢cdes de
ensaio (DAINA et al., 2017). Zero alertas para PAINS (Fig. 5G) € uma condicéo
favoravel, pois a molécula, entdo, ndo possui subestruturas comumente encontradas
em interferentes conhecidos, o que a torna ideal para o desenvolvimento desta como

farmaco.

Entretanto, em relacdo aos critérios de Brenk et al., houve um alerta
‘imine_1", que aponta a presenga de uma imina, que pode ser reativa ou instavel em
condicBes biologicas. Iminas sdo compostos organicos contendo uma ligacédo dupla
entre carbono e nitrogénio e a presenca destas pode comprometer a estabilidade
e/ou a seguranca do farmaco, pois estes grupos podem hidrolisar em meio aquoso,
limitando a meia-vida do medicamento, além do potencial de se ligar covalentemente
a macromoléculas do organismo como proteinas e 0 DNA, o que poderia levar a

efeitos toxicos e mutagénicos.

As regras de Brenk et al. apenas direcionam para uma maior cautela e
necessidade de testes mais especificos, ndo se tratando de uma regra factual
(BRENK et al., 2008; KLOPCIC et al., 2019).

O “Leadlike” € um conceito usado na quimica medicinal para identificar
compostos que sao bons pontos de partida para a otimizagdo em programas de
descoberta de farmacos, que visam identificar moléculas mais simples e menores, e
séo analisados trés critérios — peso molecular (deve ser entre 250 e 350 g/mol),
XLOGP (menor ou igual a 3,5) e o numero de ligacdes rotaveis (menor ou igual a 7)
— por este motivo, foi identificado um alerta no que diz respeito ao peso molecular,
que é de 392,40 g/mol, ultrapassando os limites estabelecidos por Teague et al.

(1999), mas isto n&do descarta 0 composto como um potencial medicamento.
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A pontuacdo de acessibilidade sintética (SA) da SwissADME é baseada na
ideia de que a ocorréncia de fragmentos moleculares em moléculas sintetizadas
esta relacionada a facilidade da sintese, onde os valores variam de 1 (muito facil) a
10 (muito dificil) (DAINA et al., 2017). A pontuacdo de SA foi de 4,69, sugerindo
gue a molécula ndo é extremamente simples de ser sintetizada, porém, também
nao é considerada complexa ou desafiadora, tendo custo e tempo de sintese

moderados.

5.1.2. Alvos moleculares fornecidos pela plataforma “Swiss Targets

Prediction”

Através do “Swiss Target Prediction” foi possivel obter uma lista de
potenciais alvos proteicos, que séo classificados com base na probabilidade da
proteina ser o alvo da molécula de interesse (Fig. 12). Esta base de dados se
baseia na observacdo de moléculas bioativas, que possuem semelhancas
estruturais com a molécula de interesse, que tém maior probabilidade de
compartilhar alvos semelhantes. Desta forma, os alvos da molécula sdo previstos
através da identificacdo de proteinas com ligantes conhecidos que sao

semelhantes ao composto de interesse (GFELLER et al., 2014).

Figura 12 — Predicao de ligacao ao alvo através do Swiss Targets Prediction

ID Uniprot ID ChEMBL Classe do Alvo Probabilidade Atividades
conhecidas
(2D/3D)

Co-fransportador SLC5A2 P31639 ChEMBL3884 Transportador 0.11573667475 623/0
Sodio/Glicose 2 Eletrogquimico

Co-transportador SLC5A1 P13866 ChEMBL4979 Transportador 0.11573667475 12170
Sédio/Glicose 1 Eletroquimico

Receptor Adenosina ADORA3 PODMSS8 ChEMBL256 Receptor da familia A 0.11573667475 611/0
A3 acoplado a proteina G

Receptor Adenosina ADORA1 P30542 ChEMBL226 Receptor da familia A 0.11573667475 75570
Al acoplado & proteina G

(por homologia)

Receptor Adenosina ADORA2A P29274 ChEMBL251 Receptor da familia A 0.11573667475 527170
A2a acoplado a proteina G

(por homologia)

Dominio TMIGD3 PODMS9 ChEMBL3712907 Proteina nao 0.11573667475 30/0
transmembrana classificada

contendo
proteina TMIGD3

Adenosina quinase ADK P55263 ChEMBL3589 Enzima 0.11573667475 7070

Galectina-1 LGALS1 P09382 ChEMBL4915 Qutra proteina 0.11573667475 /0
citosolica

Gliceraldeido-3- GAPDH P04406 ChEMBL2284 Oxidoredutase 0.11573667475 5/0

fosfato desidrogenase

hepéatica

Proteina regulada por HSPAS P11021 ChEMBL 1781865 Proteina ndo 0.11573667475 9/0

glicose de 78 kDa classificada

ALVO: Alvo molecular; NOME COMUM: Nomenclatura comum de acordo com a base de dados

GeneCards; ID UNIPROT: Cadigo do alvo de acordo com a maior base de dados de sequéncia de
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proteinas — Uniprot; ID ChEMBL: Cédigo do alvo de acordo com o banco de dados de moléculas
bioativas com propriedades semelhantes a drogas — ChEMBL; CLASSE DO ALVO: Classe do alvo;
PROBABILIDADE: Probabilidade da molécula ligar-se ao alvo; ATIVIDADES CONHECIDAS
(3D/2D): Moléculas conhecidas que possuem similaridade 2D e 3D com atividade sobre o alvo em

questao.

Fonte: SwissTargetsPrediction, 2023

Os valores de probabilidade sédo calculados usando pontuacées combinadas
dos compostos similares a molécula (por similaridade 2D e 3D) que possuem
atividade na proteina em questdo. A determinacdo 2D de compostos consiste em
analisar a similaridade quimica usando impress@es digitais moleculares, enquanto a
similaridade 3D, se baseia na similaridade estrutural, onde sdo geradas diversas
conformacdes diferentes de cada molécula, a partir das quais sédo calculados valores
de similaridade em uma regressao logistica destes valores, que, ao final,
representam a probabilidade da molécula bioativa ter uma determinada proteina
como alvo, mas nao exprimem a probabilidade desta molécula ser bioativa
(GFELLER et al., 2014; DAINA et al., 2019).

Os alvos identificados por “by homology” sédo proteinas que sédo detectadas
devido a semelhanca com outros receptores ativos com estruturas muito similares
entre si (homologia) e isto se baseia na ideia de que proteinas com estruturas
semelhantes geralmente desempenham funcdes semelhantes ou relacionadas
(DAINA et al., 2017).

A figura 12 mostra os 10 primeiros alvos projetados para a molécula
LASSBIi0-1986, onde € possivel ver em primeiro lugar o alvo real — SGLT2, a partir
do qual a molécula foi sintetizada a fim de se ligar a este, entretanto a probabilidade
de ligacdo do composto a este alvo é a mesma para os alvos subsequentes, o que
pode indicar falta de especificidade ao ligante-alvo e pode representar possibilidade
de interacdo com outros alvos, na mesma medida, levando a efeitos colaterais
desconhecidos a depender do tipo de interacdo deste composto com a proteina,
como discutido anteriormente, por exemplo, a interacdo com SGLT1 leva a
diminuicdo da glicose plasmética, entretanto, ao inibir o SGLT1 provoca efeitos
colaterais como a diarreia (PITT et al, 2021). Os receptores para adenosina, por
exemplo, estdo envolvidos em diversas vias fisiolégicas, como processos

inflamatorios, tendo uma resposta diferente para cada tipo de receptor (A3, Al ou
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A2) e para cada tipo de interacdo com a molécula (ativacdo ou inibicdo). Um
exemplo classico de inibidor destes receptores é cafeina, onde ao inibir receptores
Al, aumenta a liberagdo de neurotransmissores que promovem o estado de vigia,
diminuindo a sensacao de fadiga, enquanto ao inibir o receptor A2a, impede a acéo
da adenosina, promovendo, além do efeito psicoestimulante, alteracbes

cardiovasculares como vasoconstricdo (AGUIAR JR. et al., 2020).

5.1.3. Toxicidade

A avaliacdo das propriedades téxicas de um composto quimico € de suma
importante na descoberta de novos medicamentos. O ProTox-ll € um servidor

(https://tox-new.charite.de/protox_II/) que prevé a toxicidade e outros parametros

toxicologicos para diversas moléculas, desenvolvido por Drwal et al. (2014) e
Banerjee et al. (2018). A plataforma possui cinco etapas de classificacdo: (1)
toxicidade aguda; (2) toxicidade organica; (3) parametros toxicologicos; (4) vias
toxicolodgicas e (5) alvos de toxicidade (DRAWL et al., 2014; GOSH et al., 2019).
Além disto, o pkCSM também forneceu alguns parametros preditivos relacionados a
toxicidade do composto LASSBIio-1986, que foram utilizados para complementar

alguns dados obtidos pelo ProTox-II.
5.1.3.1. ProTox-ll

O modelo de toxicidade aguda € baseado nas semelhancas estruturais entre
compostos com efeitos téxicos conhecidos e na presenca de fragmentos toxicos
(Fig. 13).

Figura 13 — Toxicidade Oral Preditiva do composto LASSBio-1986


https://tox-new.charite.de/protox_II/
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DL50 PREVISTA: 3000 mg/kg |

CLASSE DE TOXICIDADE PREVISTA: 5§ J

1|12 |3 (4(|5])]6

SIMILARIDADE MEDIA: 45.74% J

PRECISAO DA PREVISAO: 54.26% J

Fonte: ProTox-Il, 2023.

A DLso expressa a dose letal meédia, onde 50% dos individuos sujeitos a
administracdo do composto morrem apés a exposicao e é calculado em mg/kg de
peso corporal (BANERJEE et al., 2018). A molécula LASSBIi0-1986 apresentou
uma DLso de 3000 mg/kg, se tratando de uma dose relativamente elevada,
sugerindo uma toxicidade baixa, principalmente quando comparada a molécula —
Dapagliflozina — ja presente no mercado, cuja DLso foi calculada pelo mesmo
servidor no mesmo valor de 3000 mg/kg. Além disto, quando confrontado com os
valores de DLso das moléculas do banco de dados do servidor, as quais foram
comparados ao valor de DLso do composto (Fig. 8), € notavel que o valor em
questdo € maior que os das outras moléculas, sugerindo uma maior seguranca

com relacéo a toxicidade do LASSBio-1986.

Figura 14 — Valor da DLso do composto LASSBi0-1986 em comparagdo com 0sS

valores de DLso das moléculas “equivalentes” do banco de dados do ProTox Il

X :»,T;» mg/kg)

— Valor médio da DLso dos compostos da base de dados

— Valor da DLso do composto LASSBio0-1986



69

Fonte: ProTox-Il, 2023.

A classificagdo da toxicidade é definida de acordo com o sistema global de
classificacdo de rotulagem de produtos quimicos (GHS). A classificacdo de DLso é:
| — fatal por ingestao DLso < 5); || — fatal por ingestéo (5 < DLso < 50); Il — toxico por
ingestédo (50 < DLso < 300); IV — prejudicial se ingerido (300 < DLso < 2.000) V —
pode ser prejudicial se ingerido (2.000 < DLso < 5.000); e VI — ndo téxico (DLso >
5000) (BANERJEE et al.,, 2018). Neste caso, o composto LASSBIio-1986
apresentou uma seguranca toxicolégica classe V, evidenciando que pode ser
prejudicial se ingerido, entretanto, quando comparado a Dapagliflozina, esta possui
a mesma classificacdo, o que reforca a capacidade da molécula como uma terapia

promissora.

A similaridade média refere-se a semelhanca da molécula de interesse com
outras moléculas e fragmentos moleculares toxicos conhecidos. Uma similaridade
de 45,74% sugere que o composto, embora tenha algumas caracteristicas em
comum com outras moléculas do banco de dados, ndo possui uma porcao
realmente significativa, o que revela tanto um lado positivo, pois permite a busca
por novas propriedades farmacoldgicas, quanto um lado negativo, visto que esta
molécula pode possuir propriedades toxicolégicas desconhecidas.

A precisdo desta previsdo foi de 54,26%, indicando que o modelo tem
confiabilidade moderada, logo, sdo necesséarios testes in vitro e in vivo para

confirmar as predi¢@es in silico, visto que o nivel de confiangca nédo é téo alto.

Na figura 15 € possivel ver modelos: (1) de toxicidade de 6érgaos
(hepatotoxicidade), afinal a toxicidade hepética induzida por medicamentos € umas
das principais causas de insuficiéncia hepatica aguda e uma das razdes para a
retirada de varios medicamentos do mercado; (2) de “end points”, que aborda
carcinogenicidade, imunotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade, apontando
moléculas que podem induzir tumores ou aumentar a incidéncia destes, promover
efeitos adversos no sistema imunologico, causar mutagbes genéticas anormais,
como alteracdes no DNA de uma célula, e causar danos celulares indesejados,
respectivamente; e (3) de “pathways” ou vias toxicolégicas, através de vias de
sinalizacao de receptores nucleares e de vias de resposta ao estresse. Todos 0s

modelos possuem precisdo balanceada acima de 80% em valida¢gGes cruzadas e
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externas, com excec¢ao do modelo de “end points” de imunotoxicidade que possui
valor de precisdo acima de 70% (BANERJEE et al., 2018).

Figura 15 — Relat6rio de Modelo de Toxicidade do composto LASSBi0-1986

055

Toxicidade de érgdos Hepatotoxicidade dili Inativo

Pontos finais de toxicidade Carcinogenicidade carcino Inativo 0.53

Pontos finais de toxicidade Imunotoxicidade immuno - 0.96
Pontos finais de toxicidade Mutagenicidade mutagen - 0.50

Pontos finais de toxicidade Citotoxicidade cyto Inativo 059
Vias de sinalizacéo do receptor nuclear tox-21 Receptor de hidrocarboneto de arila nr_ahr Inativo 090
Vias de sinalizacdo do receptor nuclear tox-21 Receptor de andrégeno nr_ar Inativo 095
Vias de sinalizacéo do receptor nuclear tox-21 Dominio de ligacéo ao ligante do receptor de andrégeno nr_ar_lbd Inativo 094
Vias de sinalizacdo do receptor nuclear tox-21 Aromatase nr_aromatase Inativo 086
Vias de sinalizacéo do receptor nuclear tox-21 Receptor alfa de estrogénio nr_er Inativo 083
Vias de sinalizacéo do receptor nuclear tox-21 Dominio de ligacéo ao ligante do receptor de estrogénio nr_er_lbd Inativo 0.93
Vias de sinalizacéo do receptor nuclear tox-21 Receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma nr_ppar_gamma Inativo 096
Vias de resposta ao estresse tox-21 Fator nuclear 2 (derivado de eritréide 2)-semelhante / elemento  sr_are Inativo 0.90
responsivo a antioxidante
Vias de resposta ao estresse tox-21 Elemento de resposta do fator de chogue térmico sr_hse Inativo 0.90
Vias de resposta ao estresse tox-21 Potencial de membrana mitocondrial sr_mmp Inativo 0.71
Vias de resposta ao estresse tox-21 Fosfosproteina (supressor de fumor) p53 sr_p53 Inativo 0.84
Vias de resposta ao estresse tox-21 Proteina 5 contendo o dominio AAA da familia ATPase sr_atadd Inativo 0.92

Fonte: ProTox-Il, 2023.

A molécula LASSBIi0-1986 apresentou-se como “ativa” para
imunotoxicidade, com probabilidade de 96%, isto sugere que este composto pode
causar uma gama de efeitos sobre o sistema imunoldgico, desde supresséo imune,
aumentado a susceptibilidade do individuo a infeccbes e doencas oportunistas, até
modulacao e ativacdo desregulada deste sistema, promovendo o desenvolvimento
de reacOes de hipersensibilidade. Entretanto, deve-se levar em consideracao que
esta previsdo € baseada em caracteristicas da molécula que séo equivalentes a
outras moléculas com atividade imunotdxica, apesar disto ser um fator crucial e
preocupante para o0 desenvolvimento deste composto, enquanto candidato
promissor a farmaco, sdo necessarios ensaios in vitro com células imunologicas e

ensaios crénicos in vivo para que se possa confirmar ou refutar este dado.

A molécula LASSBIi0-1986, também, apresentou-se como “ativa” para
mutagenicidade, com probabilidade de 50%, indicando que este composto pode
induzir mutacdes genéticas, podendo causar danos as ceélulas e resultar em

doencas, como o cancer. Todavia, é necessario observar que esta previsao, além
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de ser baseada em caracteristicas de outras moléculas com atividade
mutagénicas, também possui uma probabilidade moderado, sendo as chances de
a molécula realmente ser mutagénica iguais as chances desta ndo possuir tais
efeitos toxicos, portanto, sdo necessérios ensaios de mutagenicidade in vitro e

ensaios crénicos in vivo para que se possa anuir ou rebater esta previsao.
5.1.4. Ensaios de Docking Molecular (MD)

Figura 16 — Interacao Molécula-Proteina SGLT1

& Canagliflozina — SGLT1
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LASSBio-1986 — SGLT1

476 5.40 4.80

H

3.00 2.00

2.05

Interagées

1 Ligacéao de Hidrogénio Convencional

| Ligacao Alquil (Al EE:169) A:ALA:166 A:ARG:268 [A:VAL:264

} Interacéo Pi-Alquil

E ‘ 'j Ligacéo Carbono-Hidrogénio

(A) Analise de acoplamento molecular da proteina SGLT1 e da molécula Canagliflozina; (B) Anélise
de acoplamento molecular da proteina SGLT1 e da molécula Dapagliflozina; (C) Analise de
acoplamento molecular da proteina SGLT1 e da molécula Empagliflozina; (D) Andlise de
acoplamento molecular da proteina SGLT1 e da molécula Erturglifiozina; (E) Analise de

acoplamento molecular da proteina SGLT1 e da molécula LASSBio-1986.

A Figura 16 mostra a analise 2D e 3D da interacdo. Na representacédo 3D,
0s trés compostos estdo em formato stick; as proteinas sdo representadas em
formato cartoon, enquanto os residuos envolvidos nas ligacées de hidrogénio sédo
mostrados em formato de stick. As linhas pontilhadas representam ligacdes de
hidrogénio. O diagrama 2D mostra os residuos de aminoacidos envolvidos nas
interacbes entre a proteina SGLT1 e os compostos inibidores (Canagliflozina,
Dapagliflozina, Empagliflozina, Erturgliflozina e LASSBIi0-1986) e o comprimento
da ligacdo é expresso na unidade de medida Angstrom (A). O presente tipo de

interacao é representado por cores, que sdo identificadas pela legenda da figura.

A canagliflozina possui escore de afinidade de -7,966 (kcal/mol) e interage
com os aminoacidos (aa) ASP-422, ASP-241 e HIS-493 por ligagdes de hidrogénio
convencionais e o aa HIS-493 por ligagdo carbono-hidrogénio também, a
dapagliflozina possui escore de afinidade de -8,077 e interage com 0s aminoacidos
ALA-166 e VAL-168 por ligacado carbono-hidrogénio, a empagliflozina possui um
escore de afinidade de -8,129 e interage com os aminoacidos GLN-416, GLN-419,

SER-417 e ARG-227 por ligacdes de hidrogénio convencionais, ARG-227 por
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ligacdo pi-cation, também, ASP-241 e GLU-471 por ligacdo carbono-hidrogénio e
HIS-493 por ligacdo Pi-Pi T-shaped, a Erturgliflozina tem escore de afinidade
equivalente a -8,196 e interage com os aminoacidos ALA-166, VAL-168 e LEU-165
por ligacdes de hidrogénio convencionais, ARG-31 por ligagao carbono-hidrogénio
e ARG-268 por ligacdo pi-alquil, e o composto teste LASSBI0-1986 possui um
escore de afinidade igual a -8,196 e interage com os aminoacidos VAL-264 e ARG-
268 por ligagbes de hidrogénio convencionais, VAL-264 por ligacgédo alquil, também,
ALA-166 por ligagéo carbono-hidrogénio e ILE-169 por ligagao pi-alquil.

O escore de afinidade € dado em kcal/mol e indica a forca de ligacdo entre
um ligante e um receptor, onde valores mais baixos (mais negativos) indicam uma
ligacdo mais forte. Com relacdo ao receptor SGLT1, as moléculas que possuem
maior forca de ligacdo sdo a Erturglifiozina e a LASSBIi0-1986. Cada tipo de ligacéo
contribui de maneira diferente para a estabilidade e a especificidade da interacao

ligante-receptor (LU et al, 2020).

As ligacdes de hidrogénio convencionais sdo essenciais para a estabilidade e
a especificidade da ligagdo da droga ao receptor, enquanto ligagcdes carbono-
hidrogénio e pi-alquil contribuem para a afinidade, mas sdo menos especificas, e
ligacbes Pi-cation e “Pi-Pi T-Shapped” evidenciam ligagées mais complexas e
especificas, que acabam sendo decisivas na seletividade do farmaco (DOUGHERTY
et al, 2013; ITOH et al, 2019; ZHAO et al, 2015).

Cada farmaco utilizado como comparativo possui um perfil préprio de
interacdo com os aminoacidos do receptor SGLT1 e, como evidenciado na figura 10,
a molécula LASSBIi0o-1986 provavelmente possui o mesmo sitio ativo (area de
ligacdo ao receptor SGLT1) que os farmacos Erturglifiozina e Dapagliflozina,
insinuando que a molécula tem a capacidade de se encaixar ha mesma porgéo de

acao de outros inibidores e exercer um efeito potencial neste receptor.

A sobreposicdo nas interagcbes com o aa ALA-166, baseada na mesma
ligacdo da Dapagliflozina e da Ertugliflozina, e com 0 aa ARG-268, na interagdo com
a Ertuglifiozina, sugere que o composto LASSBI0-1986 pode compartilhar
parcialmente o0 mesmo sitio de acdo que estes inibidores de SGLT2. Entretanto, a
presenca de interacdes exclusivas da LASSBIi0-1986, como com os aa’s VAL-264 e
ILE-169, sugere também caracteristicas distintas no modo de ligacdo. Esta
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sobreposicao parcial de sitios de ligacdo pode ter implicacdes significativas para o
perfil farmacolégico da LASSBIi0-1986, especialmente em termos de seletividade,
eficacia e possiveis efeitos adversos. Além disso, a interacdo com aminoacidos
especificos pode indicar um mecanismo de agcédo novo, que pode ser explorado para
tratar individuos que ndo respondem adequadamente aos farmacos existentes desta

classe.

O composto LASSBIi0-1986 mostra uma afinidade comparavel aos controles
positivos utilizados para o receptor SGLT1 e apresenta, assim, um perfil de interacéo
molecular diversificado, desta forma, a chave para um potencial como terapia
inovadora reside na especificidade e eficacia relativas a capacidade de inibir o
receptor SGLT2 em comparacdo ao SGLT1, o que necessita ser explorado em

estudos adicionais.

Figura 17 — Interacdo Molécula-Proteina SGLT2
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Erturgliflozina — SGLT2
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(A) Analise de acoplamento molecular da proteina SGLT2 e da molécula Canagliflozina; (B) Analise
de acoplamento molecular da proteina SGLT2 e da molécula Dapagliflozina; (C) Anélise de
acoplamento molecular da proteina SGLT2 e da molécula Empagliflozina; (D) Andlise de
acoplamento molecular da proteina SGLT2 e da molécula Erturgliflozina; (E) Analise de

acoplamento molecular da proteina SGLT2 e da molécula LASSBIio-1986.

A Figura 17 mostra a andlise 2D e 3D da interacdo. Na representacéo 3D,
0s trés compostos estdo em formato stick; as proteinas sdo representadas em
formato cartoon, enquanto os residuos envolvidos nas ligacdes de hidrogénio séo

mostrados em formato de stick. As linhas pontilhadas representam ligacdes de
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hidrogénio. O diagrama 2D mostra os residuos de aminodacidos envolvidos nas
interacbes entre a proteina SGLT2 e os compostos inibidores (Canagliflozina,
Dapagliflozina, Empagliflozina, Erturgliflozina e LASSBIi0-1986) e o comprimento
da ligagdo € expresso na unidade de medida Angstrom (A). O presente tipo de

interacao é representado por cores, que sdo identificadas pela legenda da figura.

A canagliflozina tem escore de afinidade igual a -8,707 (kcal/mol) e interage
com os aa’d VAL-339, ASP-434, CYS-491 e GLN-431 por ligagdes de hidrogénio
convencionais e, também, com CYS-491 por ligacdo halogénio (flior), com o aa
SER-490 por ligacdo carbono-hidrogénio e com GLU-483 por ligacdo halogénio
(fluor), a dapagliflozina possui escore de afinidade de -7,486 e interage com 0s
aminoécidos SER-488, SER-495, GLU-483 e CYS-502 por ligacdo de hidrogénio
convencional e ligacdo carbono-hidrogénio, com excecao desta ultima ligacao para
0 aa SER-495, e LEU-254 por ligacdo alquil, a empagliflozina tem escore de
afinidade igual a -7,882 e interage com os aminoacidos SER-495, SER-488, GLU-
483, CYS-502 e HIS-505 por ligagdes de hidrogénio convencionais e CYS-502,
GLU-483 e SER-488 por ligacdo carbono-hidrogénio, também, enquanto se liga ao
aa ASP-434 por ligacado carbono-hidrogénio e ao aa LEU-254 por ligacdo alquil, a
erturgliflozina possui escore de afinidade equivalente a -8,528 e interage com 0s
aminoacidos ASP-434, SER-71, HIS-505 e ASP-253 por ligacdes de hidrogénio
convencionais, THR-251 e ASP-434 por ligacdo carbono-hidrogénio, PHE-234 por
ligacdo pi-alquil e TYR-506 por ligacdo Pi-Pi T-shapped, enquanto, o composto
teste LASSBIi0-1986 possui um escore de afinidade de -8,431 e interage com 0s
aminoécidos VAL-339, CYS-491, GLY-430 e SER-342 por ligagbes de hidrogénio
convencionais, SER-490 e SER-495 por ligacdo carbono-hidrogénio e ALA-70,
CYS-497 e CYS-502 por ligacao alquil.

Os escores de afinidade avaliados sugerem que, dentre as moléculas
analisadas, as que possuem maior afinidade com o receptor SGLT2 sdo a
canagliflozina (-8,707 kcal/mol), erturgliflozina (-8,528) e a molécula LASSBio (-
8,431), sugerindo que a molécula alvo desta pesquisa possui alta afinidade com o
receptor para o qual foi desenvolvida, superando, em modelagem in silico,
farmacos como dapagliflozina (usada como controle positivo nos testes in vivo) e
empagliflozina. Isto aponta uma forte afinidade e um perfil de ligacao diversificado,

potencialmente com alta eficacia e especificidade pelo receptor SGLT2.



79

Além das ligacbes supracitadas, as ligacbes halogénio (flior) sugerem uma
interacdo mais robusta e potencialmente especifica, devido a capacidade do fluor

em formar ligacdes fortes e Unicas com aminoacidos especificos (JIANG et al, 2016).

A molécula LASSBIi0-1986 possui um escore de afinidade competitivo e um
perfil diversificado de interacdes, o0 que uma eficacia melhorada e um perfil de
seguranca aprimorado em comparacdo com os farmacos existentes. Este perfil de
interagcdo da LASSBIi0-1986 sugere que o composto pode ter um mecanismo de

acao unico ou melhorado em comparagado com os farmacos existentes.

A figura 17 aponta que todas as moléculas ocupam o mesmo sitio ativo no
receptor SGLT2, entretanto, cada molécula possui uma interacao especifica com tal
receptor, havendo sobreposicdo apenas nas interacfes da LASSBio-1986 com 0s
aa’s VAL-339 e CYS-491, que também séo alvos da Canagliflozina, sugerindo uma
possivel similaridade no modo de ligacéo ou na especificidade da LASSBio-1986 em
relacdo a esse receptor, o que indica que o composto pode ter um mecanismo de

acao unico ou melhorado em comparacéo aos farmacos existentes.

O composto LASSBIi0-1986 apresentou um escore de afinidade de -8,431
kcal/mol, apontando uma forte ligacdo ao receptor SGLT2 e as interacBes com
aminoacidos especificos, incluindo ligacdes de hidrogénio, carbono-hidrogénio e
alkil, sugerem um mecanismo de ligacdo eficiente e potencialmente especifico,
entretanto, uma ligacdo, também, significativa com o receptor SGLT1 pode levar ao
surgimento de efeitos colaterais gastrointestinais. As interacdes com diferentes tipos
de ligacBes podem indicar uma capacidade de formar um complexo estavel com o
receptor SGLT2. O composto LASSBI0-1986 parece promissor em termos de
afinidade e especificidade para SGLT2 e representa uma contribuicdo valiosa no
tratamento de doencas relacionadas ao SGLT2, como o DM2.

O composto LASSBI0-1986 possui escore de afinidade de -8,196 kcal/mol
para o receptor SLGT1, sugerindo interacdo forte com esta proteina, além disto, o
composto interage com aa’s como VAL-264 e ARG-268 por ligacdes de hidrogénio e
ALA-166 por ligacdo carbono-hidrogénio, sugerindo uma capacidade de formar
ligacbes estaveis e especificas. Em comparacdo aos farmacos (Canagliflozina,
Dapagliflozina, Empagliflozina e Erturgliflozina), a molécula se encontra no mesmo

patamar em termos de afinidade por este receptor.
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O composto LASSBIi0-1986, com relacdo ao receptor SGLT2, demonstrou
afinidade significativa (-8,431 kcal/mol), indicando uma forte ligacéo a este receptor,
com interacdes que sugerem uma forte capacidade de ligacao especifica ao SGLT2
e, que em comparagdo com os farmacos existentes, a LASSBio-1986 mostra uma
afinidade comparavel ou superior para SGLT2, o que € promissor para a eficacia

terapéutica da molécula.

O perfil de interacdo da molécula LASSBIi0-1986 sugere uma afinidade
consideravel por ambos o0s receptores, podendo ser uma vantagem ou
desvantagem, dependendo da proporcdo desta afinidade. Sendo assim, mais
estudos in vitro e in vivo sdo necessarios para determinar a eficacia clinica da
LASSBIio-1986, avaliando a atividade terapéutica e o perfil de seguranca,

especialmente em relacdo a interacdo do composto com SGLT1 e SGLT2.

5.1.1. Rede de Interacdo Proteina-Proteina

A analise realizada no banco de dados STRING (Figura 18) revelou que a
proteina SGLT2 (SLC5A2) esta envolvida em uma via complexa com diversas outras
proteinas, como DDP-IV e GLP1R, que possuem papel fundamental no metabolismo
da glicose. Com base nessas andlises, foram selecionadas estas proteinas, por
ambas se relacionarem com a proteina alvo com pontuacdo de 0,909, sugerindo
uma forte evidéncia, baseada em literatura cientifica, de que estas proteinas
interagem ou estéo relacionadas de alguma maneira, por meio de “textmining”, que
envolve a andlise de grandes volumes de literatura cientifica para encontrar

mencdes de interacdes entre proteinas.

Figura 18 — Representacdo grafica da rede de interacbes proteicas para a
proteinas SGLT2 (SLC5A2) usando STRING v11.5.
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coloridas entre as proteinas indicam os varios tipos de evidéncias de interagdes.

As proteinas presentes nesta rede possuem diversas funcfes e estédo
relacionadas a uma gama de efeitos no organismo, e, no contexto de diabetes, estas
proteinas tém papel fundamental, como a DPP-4, que € responsavel pela
degradacédo de incretinas como o GLP-1 (FILIPPATOS et al., 2014) e o GLP1R, que
€ ativado por GLP-1 que, por sua vez, possui efeitos multiplos, incluindo o aumento
da secregao de insulina pelas células B-pancreéticas, a prevencao da apoptose de
células B e inducao a formacao de novas células, reducao da secregao de glucagon,
dentre outros (CAMPBELL et al., 2023).

Além das proteinas escolhidas para analise de re-docking, as outras proteinas
presentes na rede possuem efeitos diretos e indiretos sobre o metabolismo da
glicose, o SLC2A2 (ou GLUT-2) é um transportador de glicose encontrado,
principalmente, no figado, pancreas, intestino e rins, que desempenha papel crucial
na absorcdo e na regulacdo da glicose (SUN et al., 2023), a INS (Insulina) é o
hormbénio fundamental na regulagdo da glicose, responsavel por promover a
absorcado de glicose pelas células e reduzir a glicemia e o GCG (Glucagon) atua de
forma oposta a insulina, elevando a glicose no sangue, principalmente, através da

glicogendlise hepatica (ROBERTSON et al., 2023), a S| (sucrase-isomaltase) é uma
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enzima localizada no intestino que participa da digestdo de carboidratos, como
sacarose e isomaltose (LE et al., 2022) e a REN (Renina) é uma enzima envolvida
na regulacdo da pressao arterial e do equilibrio eletrolitico e embora ndo haja um
relacdo direta com o com o controle glicémico, alteragdes na fungéo renal causadas

pela renina podem afetar a reabsorcéo de glicose via SGLT2 (FAVRE et al., 2015).

As proteinas selecionadas para a analise de re-docking foram DPP-4 e
GLP1R, pois ambas possuem escore de 0,909 (que varia de 0 a 1) na plataforma
Bio STRING, indicando que ambas as proteinas foram mencionadas juntas com o
SGLT2 em resumos de artigos disponiveis no PubMed, conferindo maior confianca.
Logo, isto sugere que as proteinas (ou genes) em questdo sdo frequentemente

mencionadas juntas em publicacdes cientificas.

Na analise de re-docking, o controle utilizado foi a interacdo entre a proteina
antes do docking com a molécula LASSBIi0-1986. Depois da analise de re-docking
da proteina pds docking com as proteinas selecionadas, ficou claro que a interacao
acontece em um local diferente em comparacdo ao controle (Fig. 20). Estes
resultados sugerem fortemente que a interacdo entre estas proteinas é afetada pela
presenca da molécula LASSBi0-1986, o que pode indicar uma interferéncia na via de

sinalizagdo entre essas.

Figura 19 — Re-docking proteina-proteina.

®

SGLT2 e DPP-4
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1. Proteina-alvo SGLT2; 2. Interac&o entre a proteina-alvo e a proteina na respectiva
via selecionada no STRING; 3. Analise do complexo formado pela proteina-alvo pés
interacdo com a molécula LASSBIi0-1986 com a proteina selecionada na respectiva

via.

Na andlise de re-docking no ClusPro foram geradas 30 conformacdes
possiveis entre as proteinas (SGLT2/DPP-4 e SGLT2/GLP1R) e a melhor
conformacdo foi selecionada baseada na menor energia de ligacdo (maior
estabilidade). Os resultados evidenciam que a molécula LASSBIi0-1986 consegue
alterar de alguma forma a interacdo entre estas proteinas, visto que a energia de
ligacdo entre SGLT2 (antes da interacdo com LASSBIi0-1986) e DPP-4 é igual a -
1688,6, aumentando para -1441,1 apés a interacdo (docking), enquanto o valor da
energia de ligacdo entre SGLT2 (antes da interacdo com LASSBIi0-1986) e GLP1R é
igual a -2423,3, aumentando para -1984,7, apés o docking.

Ao avaliar as interagBes polares entre estas proteinas pelo PyMol foi

verificado que todas as interacdes, também, foram modificadas (Quadro 3):

Quadro 3 - Interacdes polares entre a proteinas selecionadas para o re-

docking e a proteina-alvo SGLT2.

A. DPP-4
SGLT2 (antes do docking) x DPP4 SGLT2 (depois do docking) x DPP4
ARG136 — GLU191 LEU189 — GLN286
ARG137 - GLU191 SER207 — LYS190
ARG137 — LYS190 TYR198 — ASN281
ARG412 — GLY189 TYR299 — ASP297

ARG412 — TRP187
ARG414 — ALA282
ARG414 — ASN281
ARG414 — THR283
ARGA416 — ASN281
ARG416 — SER278
ARG416 — VAL279
HIS268 — GLU146
HIS268 — TYR166
THR271 - GLU146
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B. GLP1R

SGLT2 (antes do docking) x GLP1R SGLT2 (ap6s o docking) x GLP1R

ALA247 — ASN268
ALA519 — ASN407
ARG564 - GLU139
ARG564 — GLN410
ASN51 - GLU138

GLNS56 — GLU138
GLY523 — GLN410

ALA426 — LYS346
ARG116 — GLUA418
ARG392 — GLN410
ARG392 — ARG414
LEU393 — ARG414
SER485 - LYS336
VAL423 — LYS346

HIS52 — GLU138
ILE46 — LYS202
LYS351 - PHES520
SER253 - ARGA421

O numero de interacBes entre a proteina SGLT2 antes do docking e as
proteinas DPP-4 e GLP1R foram de 14 e 11, respectivamente, e apds o docking
com o composto LASSBIi0-1986 este numero foi reduzido para 4 e 7,
respectivamente. Além da reducdo do numero de aminoacidos envolvidos na

interacdo, também houve mudanca no sitio de interacao entre estas proteinas.

A reducdo no numero de interacdes polares apés o docking com LASSBIo-
1986 sugere uma mudanca consideravel na conformacdo ou na superficie de
interacdo destas proteinas, indicando que o composto LASSBIi0-1986 nao apenas
inibe o canal SGLT2, como também altera a capacidade desta proteina de interagir
com outras, podendo, entdo, afetar a funcionalidade do canal SGLT2 e suas

interagcdes no ambiente celular.

Os resultados do re-docking indicam que a molécula LASSBIio-1986, ao
interagir com o canal SGLT2, pode promover alteracdes na rede de interacdes

proteicas e afetar o metabolismo da glicose de outras maneiras nao previstas.

A depender da alteragdo provocada e do efeito final, estas interacdes
podem ser benéficas, afinal a coadministracdo de um inibidor de DPP-4 e um
inibidor de SGLT2 é uma opc¢ao de tratamento desejavel para DM2 devido aos
seus mecanismos de acdo complementares e efeito reduzido/nulo no perfil de

seguranca de cada agente farmacoldgico. Estudos futuros adicionais devem ser
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realizados para que possa alcancar uma visdo mais clara sobre uma possivel

interacdo entre estes agentes (GU, et al., 2020).

O uso concomitante de agonistas de GLP-1 e os inibidores do canal SGLT2
também abrem novos caminhos para 0 sucesso no tratamento de pacientes com
DM2, pensando ndo apenas nos alvos glicémicos, mas também em resultados
cardiovasculares, cerebrovasculares e renais, que resultardo em maior sobrevida e
qualidade de vida melhorada, devido seus efeitos sinérgicos sobre o estresse
oxidativo e o carater inflamatério (WINIARSKA, et al., 2021).

5.2. Teste Quimico

5.2.1. Avaliacdo da atividade antioxidante da molécula LASSBi0o-1986 pelo
método ABTS e DPPH

Com base na literatura (KUETE; EFFERTH, 2010), pode-se afirmar que o
material exibe uma elevada atividade antioxidante (Clso < 50 pg/mL). A avaliagao
desse potencial antioxidante foi realizada por meio da medicdo da inibicdo dos
radicais DPPH e ABTS, amplamente reconhecidos como modelos para avaliar a
capacidade de uma substancia em neutralizar os radicais livres (FROTA et al.,
2023).

Tabela 02 —Atividade antioxidante do composto LASSBi0-1986 pelos métodos
ABTS e DPPH

Amostras

Clso DPPHe (pug/mL)

Clso ABTS+e (ng/mL)

Quercetina (Padrao)
Acido Galico (Padrzo)
LASSBIi0-1986

2,74 + 0,08
1,94 £ 0,27
10,59 + 0,51

3,98 +0,13
13,01 £ 0,03
14,73 + 0,28

Clso — Concentracgédo Inibitéria Média

A atividade antioxidante do LASSBIi0-1986 demonstra ser promissora, cujos
resultados indicam uma eficacia potente (> 50 pg/mL). Isto aponta o LASSBio-1986
como um composto que ndo possui apenas uma capacidade significativa de
neutralizar radicais livres em testes in vitro, mas também tem um grande potencial

para confirmar esses resultados em estudos in vivo, conforme sera discutido mais
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adiante. A eficacia do LASSBIi0-1986 em baixas concentracdes € um indicativo de
sua alta poténcia e eficiéncia, o que pode resultar em uma menor dosagem
necesséria para alcancar efeitos antioxidantes desejados, visto que a hiperglicemia,
presente no DM2, ativa as visas que promovem o estresse oxidativo, levando a um

quadro de inflamacéo cronica e, consequentemente, danos teciduais.

5.3. Testes in vivo

5.3.1. Teste de Tolerancia a Glicose em camundongos C57BI/6 (TTG)

Os animais hiperglicémicos tiveram uma notavel hiperglicemia nos tempos 15,
30 e 60 min., em relacdo ao tempo 0, conforme o esperado apds a sobrecarga de
glicose (tabela 01).

O LASSBI0-1986, na dose de 3 mg/kg, reduziu a glicemia de maneira
semelhante a dapagliflozina, na mesma dose, em torno de 38%, 40%, 24% e 34%
nos tempos 15, 30, 60 e 120 min., respectivamente, quando comparado ao grupo

hiperglicémico.

Por outro lado, nas doses de 1 e 10 mg/kg, o composto LASSBio-1986
reduziu a glicemia em torno de 21% e 23% e; 17% e 27 nos tempos 15 e 30 min

respectivamente, quando comparado ao grupo controle.

Tabela 01 — Efeito do composto LASSBi0-1986 e da Dapagliflozina na glicemia
em jejum de camundongos C57BI/6
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Grupos Glicemia (mg/dL) Tempo (min.)
0 15 30 60 120
Hiperglicémico  192.4 +10.82 444.7 +15.82 341.6 £7.29 236.3+12.22 193.6+12.87
(2g/kg) +
Veiculo

Hiperglicémico  208.7 + 10.53 264.1+6.332  222.1+8.18 163.1+15.352 112.7 +6.382
(2g/kg) +
Dapagliflozina 3
mg/kg

Hiperglicémico 174.6 £5.28 349.4+13.402 283.6+10.91¢ 215.9+10.45 174.1 +9.36
(2g/kg) +

LASSBIi0-1986
1 mg/kg

Hiperglicémico  154.7+7.94 274.9+23.77* 204.0+14.10®° 178.7+13.93Y 126.3+8.11°
(29/kg) +

LASSBIi0-1986
3 mg/kg

Hiperglicémico  161.9 +10.07 339.9 +13.292  249.7 £+ 8.632  185.4 +13.17 179.3+8.99

(29/kg) +
LASSBIi0-1986
10 mg/kg

Os valores representam as médias + E.P.M. das sete determinacgges. 2p< 0.05, bp< 0.01, ¢p< 0.001,

dp< 0.001 comparado ao grupo hiperglicémico.

Fonte: Autor, 2023.

O efeito da molécula sobre a homeostasia da glicose corrobora com
pesquisas anteriores envolvendo a inibicio de SGLT2 por derivados N-
acilidrazonas, com menor seletividade para SGLT1 (MACCARI et al., 2022).

A dose de 3 mg/kg do composto LASSBIi0-1986 demonstrou uma eficacia
semelhante a dapagliflozina, administrada na mesma dose, na reducdo da
glicemia, sem diferencas ao comparar os resultados obtidos entre estas moléculas
nos tempos 15, 30, 60 e 120 min., 0 que sugere que a LASSBIi0-1986 pode atuar
com uma alternativa promissora para o tratamento da hiperglicemia em individuos

diabéticos.

O efeito da LASSBIi0-1986 variou de acordo com a dose administrada, onde
doses mais baixas parecem ter um efeito menos pronunciado na redugao da
glicemia, enquanto doses mais altas mostraram um efeito maior nos primeiros 30

minutos, o que pode indicar uma acgéo rapida do composto no controle da glicose.

A molécula LASSBI0-1986, desta forma, demonstrou capacidade

antidiabética excelente, especialmente na dose de 3 mg/kg, com eficacia
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equivalente a dapagliflozina, entretanto, a eficacia do composto se mostra
dependente da dose administrada, e demonstrando agir de maneira mais

pronunciada nos primeiros 30 minutos ap6s a administragéo.

O efeito de uma droga no organismo depende da concentracdo desta no local
de acao, independentemente de como ocorra a acdo desta, seja por ligacdo ou
interacdo quimica, e a resposta a concentragdo pode ser complexa e é
frequentemente nado linear. Uma curva dose-resposta tem caracteristicas que
variam, como por exemplo, a inclinacdo, que configura uma mudanca na resposta
por dose unitaria, e variacdo biolégica, onde ha variacdo da magnitude da resposta
entre os individuos testados na mesma populagdo em que se administrou a mesma
dose do farmaco (FARINDE, 2021). Isto explica a capacidade de determinadas
moléculas atingirem a eficacia maxima de sua acdo em uma determinada dose,

enguanto em doses menores e/ou maiores, a resposta é inferior.

Figura 20 — A. Efeito da molécula LASSBi0-1986 (3 mg/kg) e da Dapagliflozina
(3 mg/kg) no teste de tolerancia a glicose. B. Area sobre a curva da glicemia no
grupo tratado com LASSBIi0-1986 (3 mg/kg) e com Dapagliflozina (3 mg/kg) no
teste de tolerancia a glicose.
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Cada valor representa a média + E.P.M. das sete determinacdes. "p< 0.05, **p< 0.01, ™p=< 0.001,
**p<0,0001.

Fonte: Autor, 2023.

Na Figura 20A, é possivel observar o comportamento da molécula LASSBio-
1986 e da Dapaglifozina ocorrem de forma relativamente similar, ndo havendo
diferencas estatisticas entre si, nos tempos de 15, 30, 60 e 120 min. Na Figura
20B, é demonstrada a area sob a curva (ASC) referente a curva glicémica,
indicando a resposta glicémica ao longo do tempo apds a sobrecarga de glicose (2
g/kg). Uma ASC com maior pico indica uma resposta glicémica elevada, o que é
indesejavel para individuos com diabetes ou resisténcia a insulina, logo a
diminuicdo da ASC promovida pela administracdo de LASSBIi0-1986 aponta uma
funcionalidade como molécula alternativa promissora para o tratamento de DM2,
onde a mesma nao apresentou diferenca quando comparada a ASC da
Dapagliflozina. Outros estudos que avaliaram com compostos quimicamente
sintetizados no teste de tolerdncia a glicose também apresentaram reducdo da
area sobre a curva quando comparado ao grupo hiperglicémico (FREDERICO et

al., 2023).
5.3.2. Determinacéo do conteudo de glicogénio

O glicogénio é a principal forma de reserva de glicose no corpo, agindo
como uma fonte acessivel de glicose para manter os niveis glicémicos dentro da
normalidade, principalmente em periodos de jejum ou entre as refeicdes. O figado
age em periodos de jejum curto, promovendo a glicogendlise, a fim de fornecer

glicose para o organismo, enquanto 0 musculo armazena glicogénio como fonte
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rapida, principalmente, durante a realizacdo de atividades fisicas, além disto, o
figado fornece glicose para todo o organismo, enquanto o musculo a armazena
para uso proprio, porém, em individuos com DM2, ha uma diminuicdo das reservas
de glicose, com diminui¢do da sintese de glicogénio, principalmente devido ao fato
de a insulina ser uma das principais responsaveis pela inducdo de producao de
glicogénio, promovendo efeitos anabdlicos, e como estes individuos sao
resistentes a insulina, esta resposta fisiologica é deficiente (BERG et al., 2002;
KRSSAK et al., 2002; RODER et al., 2016; ARAUJO et al., 2022). A partir destes
dados, foram avaliados os conteudos de glicogénio em tecidos hepéticos e

musculares em camundongos submetidos ao tratamento com LASSBi0-1986.

A andlise revelou que, comparado ao grupo hiperglicémico, o tratamento
com LASSBIi0-1986 aumentou em 47,75% o conteudo de glicogénio hepatico e em
148,32% o conteudo de glicogénio muscular, enquanto a Dapagliflozina, na mesma
dose, elevou o contetdo de glicogénio hepatico e muscular em 9,72% e 69,24%,
respectivamente (Fig. 14). Outros estudos que avaliaram com compostos
guimicamente sintetizados no metabolismo da glicose também observaram um
aumento do glicogénio hepético e muscular em ratos wistar (MENDES et al. 2018;
SULIS et al., 2019; FREDERICO et al. 2023).

Figura 21 — Efeito do LASSBIi0-1986 (3 mg/kg) sobre o contetdo de glicogénio

muscular e hepéatico
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Cada valor representa a média + E.P.M. das sete determinacdes. "p< 0.05, **p< 0.01, ™p=< 0.001,
p<0,0001.
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Fonte: Autor, 2023.

Individuos normoglicémicos conseguem reabsorver cerca de 90% da glicose
filtrada nos rins, ao inibir o canal SGLT2, os inibidores deste canal aumentam a
excrecdo de glicose via urinaria, reduzindo os niveis plasmaticos de glicose, em
resposta a este mecanismo, o figado aumenta a producdo de glicogénio para
manter a homeostasia (FERRANNINI et al., 2017). Nos musculos, o contetdo de
glicogénio sofre 0 mesmo processo em situagdes em que ha alteracdo nos niveis
de glicose, logo, farmacos que reduzem estes niveis, também acabam
promovendo uma maior captacdo de glicose do musculo para que seja
armazenada em forma de glicogénio (HE et al., 2004). A molécula LASSBIi0-1986
foi capaz de aumentar os contetudos de glicogénio hepatico e muscular em 34,66%
e 46,72% em relacdo a Dapagliflozina, demonstrando que o farmaco possui
evidente acdo sobre a excrecao urinaria de glicose e, ao provocar a deplecao de
glicose, leva ao aumento do contetudo de glicogénio, entretanto, sdo necessarios

testes in vitro para verificar através de quais mecanismos este efeito ocorre.

Os resultados encontrados, ainda, corroboram com dados pré-clinicos de
outro inibidor do SGLT2 — Empagliflozina — que foi capaz de aumentar a sintese de
glicogénio pela via de sinalizaggo AMPK/CREB/GSK3pB, sugerindo um possivel
mecanismo de acao pode levar ao aumento do contetdo de glicogénio hepético e
muscular (YU et al., 2022). Outros possiveis mecanismos que justificam o aumento
do conteudo de glicogénio no musculo e no figado podem estar ligados ao fato de
inibidores de canais SGLT2 aumentarem a sensibilidade a insulina, isto associado
a uma melhora na funcdo das células B pancreaticas, causando uma acdo mais
eficaz deste hormdnio, promovendo um maior transporte de glicose para as células

musculares, sendo armazenada como glicogénio (XU et al., 2022).

Além disto, estes inibidores, como a Dapagliflozina, suprimem a sinalizacéo
hepética do glucagon através de um mecanismo de “down-regulation” do receptor
hepético do glucagon, ao fazer isto, ha uma diminuigédo da glicogendlise promovida
por glucagon, a partir da qual ocorreria a quebra do glicogénio hepatico em
glicose-1-fosfato, que seria convertida em glicose-6-fosfato e, por fim, em glicose,
e 0 glucagon também é responsavel por suprimir a glicogénese (formagéo de
glicogénio a partir de glicose), logo, ao ter o efeito diminuido, ha,

consequentemente, um aumento da glicogénese (WANG et al., 2017).
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5.3.3. Avaliacao do estresse oxidativo em tecidos muscular, hepatico e renal.

A hiperglicemia, presente no DM, quando se mantém por periodos
prolongados, € responsavel por diversas complicagBes associadas ao DM, onde o
estresse oxidativo possui papel fundamental nestas complicacbes. O estresse
oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a geracdo e a eliminacdo de
ROS, que sdo moléculas geradas através do metabolismo celular, entretanto,
possuem alta reatividade quimica, permitindo a interacdo com diversas
macromoléculas como lipideos, proteinas e acidos nucléicos, danificando-as. Por
este motivo, sdo necessarios mecanismos intrinsecos de defesa afim de evitar
lesbes oxidativas, como a Glutationa Peroxidase (GSH - forma reduzida da
enzima), Superéxido Dismutase (SODs), dentre outras (BURGOS-MORON et al.,
2019). O controle glicémico inadequado no DM2 aumenta niveis elevados de ROS
e NO, induzindo o aumento da peroxidacdo lipidica e diminui a capacidade
antioxidante do organismo (MANDAL, M. et al., 2019).

5.3.3.1. Avaliacédo dos niveis de GSH

7

A glutationa é um tripeptideo composto por acido glutamico, cisteina e
glicina e € uma das principais moléculas que constituem os antioxidantes, agindo
como desintoxicante e regente do sistema imunoldgico, participando diretamente
na neutralizacdo de radicais livres e ROS e mantendo antioxidantes exdgenos,

como as vitaminas C e E, em suas formas reduzidas (ADEOYE et al., 2018).

Em individuos com DM2, os niveis de GSH podem estar comprometidos
devido ao aumento do estresse oxidativo associado a hiperglicemia crénica (Fig.
15), sendo o estresse oxidativo uma caracteristica comum no DM2 e estando
relacionado a disfungcdo das células [ pancreaticas e a resisténcia a insulina
(MARITIM et al., 2003).

Figura 22 — Efeito do LASSBIi0-1986 sobre os niveis de GSH em tecidos

muscular, hepético e renal.
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Fonte: Autor, 2023.

Os resultados do ensaio de determinacdo dos niveis de GSH, em tecidos
muscular, hepatico e renal, indicam uma reducdo no estresse oxidativo nestes
tecidos, provavelmente devido a melhora no controle da glicemia. O composto
LASSBIi0-1986 foi capaz de aumentar em 50,5%, 172,6% e 120,3% os niveis de
GSH em tecidos muscular, hepatico e renal, respectivamente. Enquanto a
Dapagliflozina, na mesma dose, aumentou em 14,5%, 94,5% e 81,6% 0s niveis de
GSH em tecidos muscular, hepatico e renal, respectivamente. Estes dados
sugerem uma possivel acdo antioxidante do composto LASSBIi0-1986 superior a

dapagliflozina.

No tecido renal, este dado se torna clinicamente relevante, visto que uma
das principais complicacées do DM2, é a nefropatia diabética (FARMAKI et al.,
2020), onde o estresse oxidativo desempenha papel importante na patogénese do
DM2, portanto, reduzir o estresse oxidativo nos rins pode ser benéfico na
prevencado ou na desaceleracédo da progresséo desta complicacdo e a capacidade
desse composto em melhorar o equilibrio nos tecidos renais pode ser fundamental

para preservar a funcdo renal em pacientes diabéticos.

No tecido hepatico, este dado também é relevante, afinal o DM2 esta
associado ao desenvolvimento de esteatose hepatica nao alcodlica (NASH) (HU et
al., 2017), situacdo patologica em que ha acumulo de gordura e inflamacdo no
figado e reduzir o estresse oxidativo neste 6rgédo € benéfico na prevencdo e na

desaceleracao da progresséo deste quadro clinico.
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Estes resultados, logo, apontam que o tratamento com LASSBIi0-1986 levou
a um maior aumento nos niveis de GSH, quando comparado ao grupo tratado com
Dapagliflozina na mesma dose, o que pode indicar uma eficicia superior do ponto
de vista de atividade antioxidante.

Os inibidores dos canais SGLT2 demonstram ter efeitos como antioxidantes
indiretos, pois podem reduzir o estresse oxidativo elevado induzido pela glicose e
efeitos diretos na reducdo do estresse oxidativo, agindo como agentes
antioxidantes que atuam protegendo diferentes tecidos contra o dano oxidativo
diretamente, eliminando os radicais livres e aumentando o sistema antioxidante
biologico (YARIBEYGI et al., 2019; WINIARSKA et al., 2021). A partir destes
dados, encontra-se uma consonancia entre 0s resultados obtidos e a literatura

acerca dos inibidores dos canais SGLT2.

Um possivel mecanismo de acdo que corrobora com este efeito foi
associado ao potencial da Canagliflozina — farmaco inibidor do SGLT2 — em acdes
antioxidantes, antiinflamatorias e antiapoptéticas in vivo que previnem lesfes
causadas. Estas acdes podem envolver mecanismos como a via AMPK — Akt —
eNOS, que interfere diretamente no estresse oxidativo, pois, estes componentes
possuem papel importante na regulacdo do equilibrio redox celular (HASAN et al.,
2020).

5.3.3.2. Avaliacao dos niveis de TBARS

As Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) s&o produtos que
resultam da degradacéo de lipidios formados durante a peroxidacéo lipidica, como
o malondialdeido (MDA), um processo no qual os lipidios sdo danificados pela
acado de EROs, desta forma, as TBARS sao, entdo, usadas como marcadores de
peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo. Individuos com DM2, tém aumento na
peroxidacao lipidica, resultado direto do aumento dos niveis de glicose no sangue
(Fig. 24). A peroxidacao lipidica esta relacionada a danos celulares e teciduais que
contribuem para as complicacdes diabéticas, como doenca cardiovascular,

retinopatia diabética e neuropatia diabética (GHANI et al., 2017).

Figura 23 — Efeito do LASSBIi0-1986 sobre os niveis de TBARS em tecidos

muscular, hepético e renal.
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Os resultados da determinacéo dos niveis de TBARS, em tecidos muscular,
hepatico e renal, apontam uma reducdo no estresse oxidativo nestes tecidos, visto
gue o composto LASSBIi0-1986 foi capaz de reduzir em 79,7%, 25,6% e 76,9% o0s
niveis de TBARS em tecidos muscular, hepatico e renal, respectivamente.
Enquanto a Dapagliflozina, na mesma dose, reduziu em 65%, 15,4% e 42,5% os
niveis de TBARS em tecidos muscular, hepético e renal, respectivamente,
reforcando a acdo antioxidante superior do composto LASSBIi0-1986 quando
comparada a dapagliflozina, corroborando, assim, com o resultado encontrado no
teste de GSH.

Os valores de TBARS no grupo hiperglicémico refletem a condicdo de
hiperglicemia, onde os niveis elevados de TBARS indicam um aumento da
peroxidacdo lipidica, o que é comum em condicfes de estresse oxidativo. A
Dapagliflozina, sendo um inibidor do SGLT2, que atua no rim para reduzir a
reabsorcéo de glicose e aumentar a excrecao de glicose na urina, resultando em
uma reducdo nos niveis de glicose no sangue, € capaz de reduzir os niveis de
TBARS nos tecidos muscular, hepatico e renal, indicando uma possivel reducdo da
peroxidacdo lipidica em resposta ao tratamento com este farmaco. Da mesma
forma o composto LASSBIi0-1986, sendo um inibidor do mesmo canal, atua de
maneira similar a Dapagliflozina, levando a uma reduc¢éao dos niveis de TBARS no

tecido muscular, indicando uma reducédo neste processo de peroxidacao lipidica.
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Os inibidores do SGLT2 tém efeitos positivos sobre o0 estresse oxidativo e a
molécula LASSBIi0-1986 apresentou resultados promissores e concordantes com a
literatura, por se tratar de uma molécula desenhada para inibir o canal SGLT2. O
mecanismo de agdo da LASSBIi0-1986 ainda € desconhecido, entretanto € possivel

gue se assemelhe a alguns mecanismos de outros inibidores:

- Inativacdo da NADPH Oxidase, suprimindo a produgéo de ROS e reducéo
de AGE’s;

- Regulacédo negativa da expressédo de Nox4 e de fatores pro-inflamatorios;

inibicdo do dano celular mediado por H202;

- Diminuicdo de TBARS juntamente com citocinas pro-inflamatoérias como IL-
6, IL-1 e TNF-q;

- Eliminacdo elevada de radicais ABTS (uma medida da capacidade

antioxidante);

- Promocéao da translocacédo do fator 2 relacionado ao NFE2 (Nrf2) para o
ndcleo e a ativacdo da sinalizacdo Nrf2/ARE, onde Nrf2 constitui um fator de
transcricdo que ativa a resposta inata do corpo humano contra EROs
(LAMBADIARI et al., 2021; LLORENS-CEBRIA et al., 2022).

Todos estes mecanismos neutralizam os potenciais efeitos oxidativos da
cetogénese induzida pela hiperglicemia. Sendo assim, sdo necessarios estudos in
vitro mais complexos que possibilitem a descoberta do mecanismo de acdo do
composto LASSBIi0-1986 sobre o estresse oxidativo.

Em suma, tendo em vista o importante papel do estresse oxidativo no DM2,
0 uso de agentes terapéuticos com acfes antioxidantes, como a molécula
LASSBI0-1986, representa uma estratégia terapéutica promissora, uma vez que
agentes antioxidantes tém efeitos benéficos diversos, prevenindo e/ou melhorando

complicagbes macro e microvasculares no DM2.
5.3.4. Avaliacéo do Perfil Inflamatorio

A chave entre a obesidade e as suas complicacdes € a inflamacéao, diversas
citocinas pro-inflamatorias e fatores de transcricdo nuclear associados a

inflamacgéo estéo relacionados a secrecdo deficiente de insulina, contribuindo para
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a patogénese do DM2, como IL-1B, TNF-a e NF-kB, dentre outras. Afinal, a glicose
em alta concentracdo pode induzir a producdo e secrecdo destas citocinas pro-

inflamatorias a partir de células B pancreaticas humanas (LI et al., 2023).

Figura 24 — Niveis de IL-1B8 em tecidos musculares (A), hepaticos (B) e renais
(C) de camundongos C57BI/6.
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A administracdo do composto LASSBIio-1986 conseguiu reduzir os niveis de
IL-1B8 em tecidos musculares e renais, superando o efeito da Dapagliflozina
administrada na mesma concentracdo, cuja acao foi eficaz em reduzir a

concentracéo de IL-13 apenas no tecido muscular.

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatoria que contribui para a resisténcia a
insulina e a destruicdo das células B pancreaticas, induzindo a inflamacao,

exacerbando as condicoes do DM2 e suas complicacbes associadas, como a
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nefropatia diabética, esteatose hepatica e disfuncdo muscular, alterando de forma

negativa a homeostasia da glicose (DONATH, et al., 2011).

O LASSBI0-1986 demonstrou capacidade notavel de atuar sobre multiplos
tecidos alvo, o que pode ser atribuido a sua eficacia em reduzir a inflamacéao
sistémica, um fator chave no DM2 e suas complicacdes associadas. A inflamacao
crdnica, marcada por elevados niveis de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1,
contribui para o desenvolvimento de resisténcia a insulina e disfuncdo tecidual,
logo, a eficacia da molécula LASSBIi0-1986 em reduzir os niveis desta citocina em
tecidos renais e musculares pode oferecer uma abordagem mais abrangente no
tratamento do DM2, pois essa dualidade de acbes sugere um perfil farmacolédgico
potencialmente mais amplo, podendo conferir vantagens no tratamento de
pacientes diabéticos com altos niveis de inflamacdo ou em risco de desenvolver

complicacfes renais.

Figura 25 — Niveis de IL-6 em tecidos musculares (A), hepéticos (B) e renais
(C) de camundongos C57BI/6.
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A administracdo do composto LASSBIi0-1986 conseguiu reduzir os niveis de
IL-6 em tecidos hepatico e renais, assim como a Dapagliflozina administrada na
mesma concentracao, entretanto, o farmaco Dapagliflozina aumentou os niveis de

IL-6 em tecido muscular.

A IL-6 desempenha um papel ambiguo no metabolismo da glicose, embora
inicialmente considerada apenas pré-inflamatéria, pesquisas recentes sugerem
que esta citocina também pode ter efeitos anti-inflamat6rios e protetores em
determinados contextos. No DM2, niveis elevados de IL-6 estdo associados a
resisténcia a insulina e a inflamacao sistémica, entretanto, no musculo, a IL-6 pode
contribuir de forma positiva para o controle da homeostasia da glicose e da
sensibilidade a insulina (ELLINGSGAARD et al., 2011; FEBBRAIO, 2014).

O resultado da administracdo do composto LASSBio-1986 na diminuicdo
dos niveis de IL-6, alinha este novo inibidor de SGLT2 com os efeitos anti-
inflamatorios desejados para o tratamento do DM2 e suas complicacbes. Esta
reducdo nos tecidos hepético e renal sugere que a molécula pode oferecer
beneficios sobre a inflamacdo sistémica, contribuindo potencialmente para a
prevencado da nefropatia diabética e da esteatose hepatica, que sdo complicacdes

comuns, mas graves, do diabetes.
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Figura 26 — Niveis de IL-10 em tecidos musculares (A), hepaticos (B) e renais
(C) de camundongos C57BI/6.
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O composto LASSBIi0-1986 ndo demonstrou efeitos sobre os niveis de IL-10

em ambos os tecidos, apenas a Dapagliflozina conseguiu aumentar os niveis de
IL-10 no tecido muscular.

IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que desempenha um papel importante
na limitacdo da resposta inflamatéria e na prevengdo de danos teciduais. No
contexto do DM2, a IL-10 ajuda a mitigar a inflamacdo em tecidos chave,
promovendo uma melhora na sensibilidade a insulina e protegendo contra

complicagBes diabéticas, como danos renais e hepaticos (OUCHI et al., 2011).

E essencial uma abordagem metodolégica mais aprofundada do composto
LASSBI0-1986 para compreender suas potenciais vantagens e limitagcbes como

terapia para o DM2. A capacidade de modular a inflamacdo € um componente
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critico do tratamento do diabetes e de suas complicacdes, entretanto a falta de
efeito sobre a IL-10 ndo desqualifica o LASSBIio-1986 como um candidato
terapéutico valioso, apenas destaca a necessidade de uma compreensao mais

profunda de seus alvos farmacolégicos.

Figura 27 — Niveis de TNF-a em tecidos musculares (A), hepaticos (B) e renais
(C) de camundongos C57BI/6.
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O composto LASSBIi0-1986 reduziu os niveis de TNF-a nos tecidos
muscular e hepatico, superando, mais uma vez, o efeito do controle positivo
(Dapagliflozina administrada na mesma dose), visto que este farmaco reduziu os

niveis de TNF-a apenas no tecido hepatico.

O TNF-a é uma citocina proé-inflamatéria que tem papel bem definido na

patogénese da resisténcia a insulina e do DM2, contribuindo para a inflamacéo e a
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resisténcia a insulina. A reducdo dos niveis desta citocina tem demonstrado
melhorias na sensibilidade a insulina e na funcdo metabdlica de varios tecidos
(HOTAMISLIGIL, 20086).

A superioridade do efeito do composto LASSBIi0-1986 em reduzir os niveis
de TNF-a em multiplos tecidos pode ser atribuida a possiveis vantagens
farmacoldgicas, como um efeito anti-inflamatério mais amplo, quando comparado a
Dapagliflozina ou a mecanismos de acao diferenciados, pois além de inibir o canal
SGLT2, o composto LASSBIi0-1986 pode estar interagindo com outras vias ou
células imunologicas que a Dapagliflozina pode ndo interagir, o que poderia

explicar a reducdo mais ampla dos niveis de TNF-a.

O composto LASSBIi0-1986, de forma geral, demonstrou um perfil
farmacoldgico promissor em comparacdo com o controle positivo (Dapagliflozina),
especialmente em relacdo a modulacdo dos niveis de citocinas inflamatérias. A
capacidade do LASSBIio-1986 de influenciar positivamente os niveis de IL-1(3, IL-6,
TNF-a, e TGF-B, sem afetar negativamente os niveis de IL-10, destaca seu
potencial como uma terapia promissora para 0 manejo do DM2 e suas

complicagbes associadas.

Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos exatos
através dos quais o composto LASSBI0-1986 exerce seus efeitos anti-

inflamatérios, incluindo efeitos além da inibicdo dos canais SGLT2.
5.3.5. Teste de Inducao de Resisténcia a Insulina com Dexametasona

Os (glicocorticoides sdo bastante utilizados devido aos efeitos
imunomoduladores, entretanto, tém uso limitado em razdo de efeitos adversos
consideraveis, que incluem a resisténcia a insulina, pois perturbam a homeostasia
da glicose, ao estimular enzimas gliconeogénicas hepaticas PEPCK e glicose-6-
fosfatase (G6Pase) e interferir na sinalizacdo da insulina no muasculo esquelético,
além de aumentar a lipdlise nos depdsitos subcutaneos, a adipogénese e o
acumulo de lipidios na gordura visceral no tecido adiposo branco (GASPARINI et
al., 2019). O modelo de resisténcia a insulina induzida por dexametasona é padrao
ouro para avaliagcdo da resisténcia a insulina no musculo esquelético (SEVERINO
et al., 2002).
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Figura 28 — Teste de Inducdo de Resisténcia a Insulina com Dexametasona

em camundongos C57BI/6.
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O grupo controle serviu como referéncia para a funcdo normal do
metabolismo da glicose, onde valores altos da KITT indicam sensibilidade normal a
insulina, com rapida absorcéo de glicose pelos tecidos. No grupo Dexametasona
houve reducdo em torno de 71,26% na sensibilidade a insulina em comparacéo ao
grupo controle, indicando uma menor eficiéncia na captacdo de glicose em
resposta a insulina, apds administracdo de dexametasona, na dose de 0,1 mg/kg,
por cinco dias consecutivos, 0 que esta consonancia com a literatura, que relata a
capacidade da dexametasona de interferir em diversos processos metabdlicos,
incluindo a captagdo de glicose nos tecidos periféricos e a promocdo da

gliconeogénese hepéatica (HARVEY et al., 2018).

A administracdo do composto LASSBIi0-1986 ao tratamento com
dexametasona demonstrou ter efeito positivo na sensibilidade a insulina em torno
de 177,54% comparado ao grupo dexametasona. O grupo Dapaglifozina também
aumentou a sensibilidade a insulina, em torno de 173,75% comparado ao grupo

dexametasona. Estes resultados demostram que ambos LASSBIi0-1986 e a
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Dapagliflozina, possuem acfes semelhantes quanto a sensibilidade a insulina, e
assim podem melhorar o metabolismo da glicose e dos lipideos. Além disso,

ambas as drogas poderiam diminuir a hemoglobina glicada em longo prazo.

O grupo tratado apenas com o composto LASSBIi0-1986 apresentou valores
de KITT semelhantes aos do grupo controle negativo, ligeiramente superiores
(+3,3%), apontando que o composto tem um efeito positivo na sensibilidade a
insulina. Além disto, este grupo permitiu observar efeitos intrinsecos e possiveis
efeitos toxicos e/ou adversos durante os 5 dias de administracdo e nao foram

notados quaisquer efeitos adversos observaveis.

Os resultados acima indicam o composto LASSBIi0-1986, que foi desenhado
como um inibidor de SGLT2, tem um potencial promissor no combate a resisténcia
insulinica, quando comparado a Dapagliflozina, uma droga bem estabelecida no

mercado e com 0 mesmo mecanismo de ag&do bem definido.

Este efeito observado se da devido ao fato de o composto, assim como a
Dapagliflozina, ao inibir o canal SGLT2, permitir que a glicose seja excretada na
urina ao invés de ser reabsorvida para a corrente sanguinea, resultando em uma
reducdo na concentracdo de glicose no sangue, ajudando a melhorar a

sensibilidade a insulina.
5.3.6. Analise do Perfil Lipidico

O perfil lipidico refere-se a um painel de diferentes tipos de gorduras
presentes no sangue, como colesterol total (e fracbes — VLDL, LDL e HDL) e
triglicerideos. Individuos com DM2, frequentemente, apresentam um quadro de
dislipidemia diabética”, uma condicdo caracterizada por niveis elevados de TG,
HDL reduzido, LDL normal ou elevado e colesterol total, geralmente, elevado
devido ao aumento das fragdes VLDL e LDL. Este quadro clinico esta associado a
um risco aumentado de eventos cardiovasculares, como a aterosclerose e outras
DCV’s (WU et al., 2014).

No DM, a glicose néo é utilizada pelos tecidos de forma adequada, o que
resulta em um quadro de hiperglicemia, desta forma, os acidos graxos do tecido

adiposo sdo utilizados para fins energéticos e o0 excesso destes acidos é
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acumulado no figado, sendo convertidos em triglicerideos (SABAHELKHIER et al.,
2016).

No caso da dislipidemia diabética, o0 manejo clinico se trata de uma terapia
combinado com adicdo de um agente para otimizar o perfil lipidico e esta
estratégia baseia-se no pressuposto de que melhorias adicionais no perfil lipidico
produzem beneficios adicionais em relagdo as DCV’s (SOLANO et al., 2006). Um
farmaco que pudesse atuar a nivel de reducdo dos niveis de glicose e
normalizacdo dos niveis lipidicos no sangue, seria de extrema valia para o
mercado farmacéutico, reduzindo a necessidade de um terapias combinadas,

melhorando e aumentando, assim, a adeséao do paciente ao tratamento.

A tabela 03 representa os niveis lipidicos avaliados em plasma de animais
submetidos ao ITT, onde, ap6s a finalizacdo do teste, foram recolhidas as

amostras de sangue para posterior analise bioquimica.

Tabela 03 - Efeito do composto LASSBIi0-1986 e no perfil lipidico de

camundongos C57BI/6

Grupos Valores (mg/dL)
Colesterol Total HDL-Colesterol Triglicerideos
Salina 91.02 £ 15.87 56.34 £11.17 85.37 £14.43
Dexametasona 95.36 + 24.25 35.52 + 3.93* 109.4 + 44.18
0,1 mg/kg
Dexametasona 56.14 + 22.57b** 54.15 + 14.35 68.65 + 12.96%"
0,1 mg/kg +
LASSBIio-1986
3 mg/kg
Dexametasona 64.40 + 16.932" 54.64 £ 15.61 78.77 £14.55
0,1 mg/kg +
Dapagliflozina
3 mg/kg
LASSBIo-1986 67.70 £ 6.10 58.07 + 8.06 78.55 +24.14
3 mg/kg

Os valores representam as médias + E.P.M. das sete determinag@es. 2p< 0.05, bp< 0.01, ¢p< 0.001,

dp< 0.001 comparado ao grupo hiperglicémico. *Grupo comparado ao grupo salina. **Grupo

comparado ao grupo dexametasona.
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Fonte: Autor, 2023.

O metabolismo lipidico em modelos murinos de resisténcia a insulina é
agravado por glicocorticéides, havendo aumento do acumulo de gordura
intratecidual, juntamente a uma mudanca no perfil lipidico em direcdo a gorduras
mais saturadas e monoinsaturadas, que € consistente com a resisténcia
aumentada a insulina (GOUNARIDES et al., 2008).

O grupo Dexametasona foi capaz de aumentar em 4,8% e 28,1% 0s niveis
de CT e TGs, respectivamente, e reduzir em 37,0% os niveis de HDL, quando
comparada ao grupo salina (controle negativo), e isto se deve ao fato de a
dexametasona, quanto ao perfil lipidico, ser capaz de aumentar os niveis de TGs,
0 que pode ser atribuido a uma combinacdo do aumento da sintese hepatica de
TGs e da diminuicdo da lipolise periférica; aumentar os niveis de CT, que é
acompanhado por um aumento no LDL, que, por sua vez, estd associado a um
risco aumentado de aterosclerose; e reduzir os niveis de HDL, contribuindo para
um risco aumentado de DCV’s. E todos estes efeitos sdo dose-dependentes
(DOLATABADI et al., 2015).

A dexametasona promoveu alteracdes apenas na reducdo dos niveis do
HDL, provavelmente devido ao efeito ser dose-dependente, a dose de 0,1 mg/kg
foi suficiente para provocar resisténcia a insulina, porém ndo para promover

alteracdes no metabolismo lipidico de maneira significativa.

O composto LASSBIi0-1986 quando administrado concomitantemente com a
dexametasona, ndo somente reverteu os efeitos da resisténcia a insulina, como,
também, promoveu a melhora no perfil lipidico, apresentando, em média, niveis
mais baixos de colesterol total em comparacdo com o grupo dexametasona,
representando uma reducéo de 41,1%. Com relacdo ao HDL, este grupo mostrou
uma variacdo positiva nos niveis de HDL, com aumento de 52,4%, apresentando
valores mais proximos do grupo salina ou até mesmo superiores, revelando um
possivel efeito benéfico no aumento dos niveis de HDL. E, por fim, o composto
também reduziu os niveis de triglicerideos em 37,1%, o que indica um potencial

terapéutico na modulagéo do metabolismo lipidico.

Estes resultados se tornam potenciais, principalmente, quando comparados

aos resultados obtidos com o tratamento com a dapaglifiozina, na mesma dose,
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onde este farmaco apresentou reducéo de 32,5% e 28,0% nos niveis de CT e TGs,
respectivamente, e um aumento de 53,8% nos niveis de HDL, apresentando efeito

apenas sobre a reducéo do colesterol total.

O composto LASSBIio0-1986, desta forma, se apresenta como um potencial
novo inibidor do SGLT2, demonstrando uma possivel capacidade em oferecer
protecdo contra a dislipidemia diabética, sendo ligeiramente mais eficaz neste
aspecto do que um inibidor do SGLT2 ja estabelecido, como a dapagliflozina, e isto
pode culminar em beneficios cardiovasculares para pacientes com DM2, além dos

préprios beneficios intrinsecos em relacédo ao diabetes.

Os resultados obtidos a partir do grupo tratado apenas com o composto
LASSBIi0-1986 ndo demonstraram diferencas quando comparado ao grupo salina,
apontando que este farmaco ndo promove alteracdes anormais no metabolismo
lipidico, ao contrario, o composto promoveu, embora que ligeiramente, uma
pequena melhora no perfil lipidico com reducao de 25,6% e 8,0% nos niveis de CT

e TGs, respectivamente, e um aumento de 3,1% nos niveis de HDL.

Em suma, os resultados estdo de acordo com a literatura, visto que 0s
inibidores do SGLT2 tém demonstrado impacto sobre o perfil lipidico, e estudos
mostram que estes inibidores podem aumentar os niveis de HDL e reduzir os
niveis de TGs, além disto, alguns inibidores como a empagliflozina e a
canaglifiozina sdo capazes de aumentar os niveis de CT e do LDL,
respectivamente. Entretanto, € importante notar que, apesar das alteracdes no
perfil lipidico, os inibidores de SGLT2 demonstraram possuir beneficios
cardiovasculares em ensaios clinicos, reduzindo o risco de eventos
cardiovasculares adversos em pacientes com DM2, sendo o uso, de qualquer
forma, benéfico do ponto de vista cardiovascular (SANCHEZ-GARCIA et al., 2020).

5.3.7. Expressao Génica de GLUT-4

Figura 29 — Expressédo génica relativa de GLUT-4 em células musculares de

camundongos C57BI/6 submetidos ao ITT.
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x E Salina
d = Dexametasona 0.1 mg/kg
Bl Dexametasona 0.1 mg/kg + LASSBIi0-1986 3 mg/kg

GLUT4 RNAmM
Expresséo Relativa
N
1

0- T

Cada valor representa a média + E.P.M. das sete determinac¢des. "p< 0.05, **p< 0.01, ™p< 0.001,
"p<0,0001. *Amostras comparados ao grupo Salina (controle negativo). #Amostras comparados ao
grupo Dexametasona.

O composto LASSBIi0-1986 ndo somente reverteu a diminuicdo da
expressdo génica de GLUT-4 em relagdo ao grupo resistente a insulina (aumento
de 313%), como também foi capaz de aumentar a expressao génica em relacao ao
grupo controle negativo (aumento de 79%). Isto sugere algumas implicagbes como
uma melhoria na sensibilidade a insulina, visto que a reversdao da diminuicdo da
expressdo de GLUT-4 em tecidos que sdo alvo da insulina, como o musculo, indica
uma melhoria na sensibilidade a esse hormonio, e com sua expressao aumentada

h& maior facilidade na absor¢éo de glicose pelas células, reduzindo a glicemia.

Esses resultados destacam o potencial do LASSBio-1986 como um agente
terapéutico promissor para o tratamento do DM2 e possivelmente outras condi¢des
metabdlicas associadas a resisténcia a insulina. A capacidade da molécula
LASSBI0-1986 em modular positivamente a expressdo de GLUT-4 abre caminho
para que pesquisas futuras possam explorar outros mecanismos de acao e novos

potenciais alvos terapéutico para mitigar complicacdes associadas ao diabetes.

Isto corrobora os resultados encontrados na literatura que avaliaram a
capacidade de compostos inibidores dos canais SGLT2 em alterar a expressao
génica de GLUT-4. Estudos sugerem que os inibidores de SGLT2 podem
influenciar indiretamente a expressdo de GLUT4, potencialmente melhorando a
captacdo de glicose e a sensibilidade a insulina nesses tecidos. De acordo com
Packer (2023) demonstrou que o tratamento com inibidores de SGLT2 pode

aumentar a utilizacdo de glicose pelos tecidos atravées de mecanismos
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independentes da acéo da insulina, implicando um possivel aumento na expressao

ou na eficiéncia de GLUTA4.

O composto LASSBIi0-1986 apresenta-se, entdo, como uma molécula com
um mecanismo de acdo benéfico, oferecendo ndo apenas uma reversiao da
resisténcia a insulina, mas também promovendo um estado metabdlico
potencialmente mais saudavel, o que destaca seu valor como um candidato

promissor ao tratamento do DM2.
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6. CONCLUSOES

A partir do resultados obtidos concluimos que LASSBIio-1986 apresenta efeitos
inéditos na homeostasia da glicose e em animais resistentes a insulina. Dados in
silico demonstram que LASSBI0-1986 apresenta possiveis efeitos favoraveis em
ADMET e nas interacdes com seu alvo biolégico; menor avidez para SGLT1 e maior
para SGLT2. Além disso, este farmaco regulou a glicemia no teste de toleréncia a
glicose em animais; resultando em melhora do metabolismo da glicose em diversos
aspectos. O tratamento com LASSBIi0o-1986 melhorou o dano oxidativo em tecidos
alvo do metabolismo da glicose mensurados por substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e niveis de glutationa. Em adicéo tratamento com LASSBio-
1986 levou a diminuicdo de niveis de importantes de citocinas pré-inflamatérias nos
tecidos muscular, hepatico e renal. Ainda, neste aspecto, reduziu TGF- e aumentou
citocina anti-inflamatoria (IL-10), demostrando efeito redutor na inflamacdo causada
devido a hiperglicemia. O tratamento com LASSBIi0-1986 aumentou a sensibilidade
a insulina e a expressao génica de GLUT-4 em animais resistentes a insulina. Desta
forma, este conjunto de dados nos mostram que o composto LASSBIi0-1986 além de
regular a glicemia, pode modular o estado redox, a inflamacédo, a resisténcia a
insulina e ter uma boa disponibilidade por via oral. O LASSBIio-1986 pode ser

urgentemente necessario para o tratamento do diabetes.
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