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ao esperar do experimento aquilo que ele ndo é capaz de oferecer.’

(Leonardo da Vinci)



RESUMO

Diabetes mellitus (DM) é considerada um problema de satde em todo o mundo. Caracterizada
por um grupo de distdrbios metabodlicos resultantes de defeitos na secrecdo de insulina, na
acao da insulina ou em ambos. Um dos maiores problemas decorrentes da doenca sdo as
complicagdes provenientes da hiperglicemia cronica e estas complicacdes possuem uma
relacdo direta com o acumulo dos produtos de glicacdo avangada (AGEs). Diferentes
substancias tém sido estudadas como estratégias para a prevencdo das complicacdes do
diabetes, especialmente substancias com potencial antiglicante, como a aminoguanidina. No
intuito de se descobrir novos compostos ativos capazes de inibir a formacdo dos produtos de
glicacdo avangada, foram planejados derivados aminoguanidinicos, os quais foram avaliados
sua acdo antiglicante e adiante foi avaliada a atividade antidiabética. Para a avaliacdo da
atividade antiglicante, os AGEs foram produzidos utilizando o modelo albumina bovina sérica
(BSA) e glicose como o agente glicador. Dos 22 derivados aminoguanidinicos estudados, 4
deles apresentaram resultados de inibi¢do abaixo de 50%, 8 com percentuais de inibi¢do entre
50 a 69%, 10 compostos apresentaram percentuais de inibicdo acima de 70%. Os compostos
LQM 103, LQOM 130, LQM 140 e LQM 141 apresentaram os melhores resultados, com
respectivamente 95, 94, 98 e 99% de inibicdo dos AGEs durante os 56 dias de incubacao,
demonstrando terem um forte potencial anti-AGE. Em seguida foi realizado o ensaio de
citotoxicidade celular in vitro por viabilidade celular (MTT-tetrazélio). Os resultados do MTT
indicaram que os derivados aminoguanidinicos testados ndo apresentaram citotoxicidade
frente a fibroblatos 3T3 nas concentracGes de 10 e 100 uM. Apenas o composto LQM 98
apresentou citotoxicidade na concentra¢do de 10 uM frente a células de macrofagos J774A.1,
apesar deste composto esta entre os que apresentaram 70% de inibicdo da formacdo de
produtos finais de glicagdo avancada. Os compostos mais promissores foram selecionados
para o estudo in vivo de toxicidade aguda e antidiabética. Nao foram observados evidéncias de
toxicidade aguda em niveis comportamentais ponderais, hematoldgicos, bioquimicos
soroldgicos e histologicos. No ensaio antidiabético, os derivados aminoguanidinicos
promoveram uma reducdo glicémica nos animais tratados em até 60%. Desta forma, pode-se
inferir que os derivados aminoguanidinicos LQM 140 e LQM 141 foram os mais promissores
voltados a atividade antiglicante e antidiabética. No entanto, mais estudos necessitam ser
realizados para compreender melhor as relacdes entre DM, atividade antiglicante dos
derivados aminoguanidinicos, visando elucidar os mecanismos de acdo e estabelecer o
potencial terapéutico desses compostos para 0s pacientes diabéticos e prevenir as
complicacdes crénicas que acompanham a hiperglicemia.

Palavras-chave: Antiglicante, Diabetes, Produtos finais de glicacdo avancada, Derivados

aminoguanidinicos.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is considered a health problem all over the world. Characterized by a
group of metabolic disorders resulting from defects in insulin secretion, insulin action or both.
One of the major problems arising from the disease is the complications from chronic
hyperglycemia and these complications have a direct relationship with the accumulation of
advanced glycation products (AGESs). Different substances have been studied as strategies for
the prevention of complications of diabetes, especially substances with potential anti-graft,
such as aminoguanidine. In order to discover new active compounds capable of inhibiting the
formation of advanced glycation products, aminoguanidine derivatives were designed, which
evaluated their antiglanding action and the antidiabetic activity was evaluated. For the
evaluation of the antiglicante activity, the AGEs were produced using bovine serum albumin
(BSA) and glucose as the glycator. Of the 22 aminoguanidine derivatives studied, 4 of them
showed inhibition results below 50%, 8 with inhibition percentages between 50 and 69%, 10
compounds showed percent inhibition above 70%. The compounds LQM 103, LQM 130,
LQOM 140 and LQM 141 showed the best results, with respectively 95, 94, 98 and 99%
inhibition of AGEs during the 56 days of incubation, showing to have a strong anti-AGE
potential. Cellular cytotoxicity assay was performed in vitro by cell viability (MTT-
tetrazolium). MTT results indicated that the aminoguanidine derivatives tested did not show
cytotoxicity against 3T3 fibroblasts at concentrations of 10 and 100 uM. Only the compound
LQM 98 showed 10 uM cytotoxicity against J774A.1 macrophages cells, although this
compound was among those that showed 70% inhibition of the formation of advanced
glycation end products. The most promising compounds were selected for the in vivo study of
acute and antidiabetic toxicity. No evidence of acute toxicity was observed at ponderal,
hematological, serological and histological biochemical levels. In the antidiabetic assay, the
aminoguanidine derivatives promoted a glycemic reduction in treated animals up to 60%. In
this way, it can be inferred that the aminoguanidine derivatives LQM 140 and LQM 141 were
the most promising ones directed to the antiglicante and antidiabetic activity. However,
further studies need to be carried out to better understand the relationships between DM, the
antiglican activity of aminoguanidine derivatives, in order to elucidate the mechanisms of
action and to establish the therapeutic potential of these compounds for diabetic patients and
to prevent the chronic complications that accompany hyperglycemia.

Keywords: Antiglycant. Diabetes. Advanced glycation endproducts. Aminoguanidine
derivatives.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica caracterizada por altos niveis de
glicose, decorrente de problemas na acdo ou na producdo de insulina pelo pancreas. O DM
pode ser classificado em duas categorias: diabetes Tipo 1 ( DM1) — caracterizado por um
déficit na producdo de insulina, causada normalmente causada por uma autoimunidade do
organismo contra as células B pancreaticas; e diabetes Tipo 2 (DM2) quando o organismo
apresenta distarbio de receptor, em que nao utiliza adequadamente a insulina secretada, ou
apresenta relativa deficiéncia de insulina com resisténcia a insulina (ADA, 2015).

O descontrole glicEmico em longo prazo pode acarretar complicacdes relacionadas as
funcBes metabdlicas, enddcrinas, assim como os problemas micro e macro vasculares, com
lesbes em nervos, acometimento da microvasculatura da retina (retinopatia) com perda
potencial de visdo, do glomérulo renal (nefropatia), levando o individuo a insufuciéncia renal,
neuropatia periférica com risco de ulceras nos pés, conhecido popularmente como “pé
diabético”, vasculopatia periférica, devido a deposi¢do de lipideos nos vasos a propor¢ao que
vao sendo transportados para os tecidos; e neuropatia autondmica, acarretando sintomas
gastrointestinais, genitourinarios, problemas cardiovasculares, disfuncdo sexual, como
também promovendo o maior risco de desenvolver a doenga de Alzheimer ou outras fungdes
de deméncia (ADA, 2015; ALVAREZ et al., 2009; ARYA; YADAYV; SHARMA, 2011;
BROWNLEE, 2001; MOULTON et al., 2015).

No estado hiperglicémico cronico ocorre a formacdo e acumulo dos produtos de
glicacdo avancada (AGEs), que contribuem de forma relevante para o aparecimento e a
progressao de alteragdes estruturais e funcionais causadora de danos teciduais irreversiveis em
pacientes diabéticos, através de uma reacdo ndo enzimatica denominada reacdo de Maillard.
Desta forma, o controle glicémico € um dos mais importantes parametros fisiologicos,
essencial para prevencéo das complicagdes conicas da diabetes.

A prevencdo das complicacdes e morbidade no DM é uma estratégia de grande
importancia de Saude Publica para a reducdo da mortalidade. O tratamento apresenta custo
elevado e é bastante complexo, especialmente quando se considera as mudancas intensas e
radicais na rotina, como a administracdo diaria da insulina e monitoramento constante da
glicemia. Estudos in vivo e in vitro indicam que os AGEs tém um papel essencial na
patogénese da nefropatia diabética e na progressdo da insuficiéncia renal. Com isso, a busca
de novos farmacos, que apresentem beneficios em relacdo a capacidade antiglicante (anti-

AGESs) e antidiabética, com minimos efeitos colaterais, € uma estratégia vantajosa para o
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controle desta doenca. Com isso, 0s AGEs podem ser considerado um alvo promissor de
novas intervencBes terapéuticas (ADA, 2013; BARBOSA et al., 2008; BARBOSA et al.,
2009; FERREIRA et al., 2011; LAGRANHA et al., 2007; MURUSSI et al., 2008).

As guanidinas e seus derivados representam uma classe importante de compostos
nitrogenados. Dentre seus varios derivados, 0 de maior importancia é a aminoguanidina. Esta
apresenta um grupo hidrazina ligado ao a&tomo de carbono apresenta atividade de inibi¢do de
produtos glicosados (AGESs), tanto in vitro quanto in vivo (HORI et al, 2012). Estudos tem
demonstrado o papel da aminoguanidina no retardo de complicagbes em pacientes com
Diabetes mellitus com aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) (DI BERNARDO et
al., 2008). Apesar de, Nenna et al (2015) reportarem que a aminoguanidina ndo é totalmente
benéfica em humanos e que estudos em humanos foram interrompidos devido a falta de
eficacia, principalmente devido a citotoxicidade nas células hepaticas.

O planejamento molecular adequado de novas estrututras a partir de um composto
bioativo pode resultar em derivados com maior interesse terapéutico, seja por apresentar
melhores efeitos farmacoldgicos, menor toxicidade, ou ainda, por adquirir caracteristicas
farmacotecnicamente mais adequadas (TAVARES, 2004).

Neste estudo, realizou-se a avaliagdo antiglicante e antidiabética de novos derivados
aminoguanidinicos que foram sintetizados através da estratégia do bioisosterismo, visando um
potencial terapéutico na prevencdo das complicacGes cronicas induzidas pelo Diabetes

mellitus, melhorando a qualidade de vida dos individuos acometidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.2. Diabetes mellitus

A histéria do diabetes reporta ha aproximadamente trés milénios a comecar de sua
descoberta, descricdo e pesquisas sobre causas e tratamentos. Entretanto, somente na década
de 80, com a necessidade de universalizar o diagndstico e a classificacdo do DM, a
Associagdo Americana de Diabetes - ADA e a Organizacdo Mundial de Salde - OMS
organizaram diversas publicac¢Oes de carater normativo (BARNETT; KRALL, 2009).

Com o proposito de se precaver de maneira efetiva as complicacGes provenientes da
doenca, em 1997 foram modificados os critérios para o diagnostico pela Associacdo
Americana de Diabetes — ADA e aprovada pela Organizacdo Mundial da Satde — OMS e pela
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) (Diretrizes SBD, 2016). Sdo quatro o0s critérios
aceitos para o diagnostico do DM com a utilizacdo da glicemia (Tabela 1). O primeiro
critério consiste na apresentacdo de sintomas de poliuria, polidipsia e perda de peso e com
valores de glicemia casual >200 mg/dL. E considerada glicemia casual aquela realizada a
qualquer hora do dia, independentemente do horario das refeicbes. Como segundo critério é
utilizado glicemia de jejum >126 mg/dL, caso acontega pequenas elevagdes da glicemia, deve
ser repetida a analise em outro dia, visando confirmar o resultado do dia anterior. O terceiro
refere-se a glicemia com valores >200 mg/dL, analisada 2 h apds da sobrecarga de 75 g de
glicose. E por fim, se trata de valores de hemoglobina glicada - HbAlc maior ou igual a 6,5%
(Diretrizes SBD, 2016).
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Tabela 1 - Critérios aceitos para o diagnostico do Diabetes melitus pela ADA aprovada pela

OMS e pela SBD de glicose plasméatica (em mg/dL) e seus estagios pré-clinicos.

CATEGORIA JEJUM 2H APOS 75 G DE CASUAL
(NO MINIMO DE 8H) DE GLICOSE
Glicemia normal <100 <140
Tolerdncia a glicose >100a<126 > 140 2<200
diminuida
Diabetes melitus > 126 >200 > 200 (com poliuria,
polidpsia e perda ndo
explicada de peso)

Fonte: Adaptado das Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2016.

O Diabetes mellitus é definido como uma sindrome metabdlica complexa
caracterizada por deficiéncia de insulina ou desenvolvimento de resisténcia ao horménio, que
leva a hiperglicemia e metabolismo alterado de glicose, lipideos e proteinas (ARYA;
YADAYV; SHARMA, 2011). Com a finalidade de regular o nivel de agucar no sangue, as
células B-pancreaticas sofrem alteracfes nas suas propriedades elétricas devido a estimulacao
da glicose (FRIDLYAND et al. 2010). A deficiéncia na produgéo de insulina, de modo geral,
acontece devido as reagdes autoimunes contra as células B das ilhotas de Langerhans
pancredticas, configurando o DM Tipo 1 (RICHARDSON et al., 2013).

Contudo, alguns individuos com DM1 ndo possuem mediadores de doenca autoimune,
sendo sugerida uma subdivisdo classificada como diabetes Tipo 1 idiopatica ou Tipo 1B
(ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014). Além disso, mesmo os fatores genéticos
sendo considerados como a principal causa da autoimunidade frente a células B, existe ainda a
hipdtese de que infeccBes virais prévias podem predispor ao desenvolvimento do DM tipo 1
(CASANOVA; HUGHES; PRESHAW, 2014; RICHARDSON; HORWITZ, 2014).

Os Virus, como por exemplo, 0s enterovirus, conseguem atuar através de um efeito
citolitico direto ou por disparo de um processo autoimune, além do mimetismo molecular por
homologia estrutural entre as estruturas virais e antigenos de células (HONEYMAN et al.,
2010; KNIP; SIMELL, 2012). Os individuos que sdo mais propensos para desenvolver este
tipo de diabetes podem ser diagnosticados por meio de marcadores genéticos e testes
sorologicos do processo autoimune (ADA, 2015).
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O desenvolvimento do DM Tipo 2 ocorre por causa de fatores genéticos e ambientais
que, isolados ou associados, causam hiperglicemia cronica devido a resisténcia a acdo da
insulina (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006). Ocorre devido a resisténcia a acdo da
insulina, geralmente associado a dislipidemia, obesidade e sedentarismo (ADA, 2015). Este
tipo de diabetes é mais comum entre as pessoas, com estimativa do aumento do ndmero de
portadores em razdo do crescimento de obesos (CHEN; MAGLIANO; ZIMMET, 2012;
KAHN; COOPER; DEL PRATO, 2014). Porém, mesmo que o conceito tradicional de DM
Tipo 2 fosse caracterizado, unicamente, pela resisténcia a insulina e hiperinsulinemia
(WEYER et al., 2001), ainda é possivel que ocorra uma diminui¢do progressiva na secre¢do
de insulina (ADA, 2015). Esta diminuicdo ocorre porque a hiperglicemia cronica e
lipotoxicidade gerada pela dislipidemia provocam apoptose de células B pancreaticas (KAHN;
COOPER; DEL PRATO, 2014).

O Diabetes mellitus gestacional esta relacionado a intolerancia a glicose juntamente
com uma hiperglicemia de gravidade variavel, iniciando e/ou diagnosticando na gestacao e
geralmente ocorre no 6° més de gestacdo e tende a desaparecer apds o parto. Estudos relatam
que gestantes que desenvolveram diabetes gestacional correm maior risco de tornarem
diabéticas futuramente em outras gestagdes seja com diabetes gestacional ou 0 DM Tipo 2,
tendo em vista que as duas formas da doenca estdo relacionadas a resisténcia a insulina e
diminui¢ao da funcdo das células B (BENNETT, KNOWLER, 2009; Diretrizes SBD, 2015;
IDF, 2011).

2.3. Tratamento do Diabetes mellitus e procedimentos para avaliacdo do controle

glicémico

As intervengdes terapéuticas do DM consistem no controle dos sintomas agudos da
doenca, das complicacbes cronicas e na promocdo da qualidade de vida dos individuos
acometidos. O tratamento pode ser ou ndo medicamentoso, com mudancas dos habitos de
vida, incluindo a alimentacao e pratica de exercicios fisicos (FUCHS, 2006). O tratamento
medicamentoso inclue a insulinoterapia, através do uso da insulina exégena, e a administragdo
de drogas alopaticas como sulfonilureias (glibenclamida), biguanidas (metformina) e
inibidores da alfa-glicosidase (acarbose e miglitol), podendo ou ndo ser administradas em
conjunto (HSU et al., 2009).
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E fundamental que o tratamento propicie a obtencdo de niveis glicémicos o mais
proximo da normalidade. Deste modo, existem niveis aceitaveis de tolerancia para os valores
de glicemia (exceto para a glicemia de jejum) e metas terapéuticas individualizadas a
depender das comorbidades, duragdo do diabetes, complicagdes macro e micro vasculares,
como também da idade do paciente. Para portadores do DM Tipo 1, no qual a insuficiéncia de
insulina tende a ser total, o tratamento se da atraves da reposi¢éo exdgena direta do hormonio
(podendo ser humana ou anélogos). No caso do DM Tipo 2, a conduta pode ser mista, uma
vez que para alguns individuos apenas a mudanca do estilo de vida é suficiente para a
normalizacdo da glicemia, entretanto, outros além da dieta e dos exercicios fisicos dependem
da administracdo de antidiabéticos e/ou insulina para controle da doenga (BAZZOTE, 2010;
Diretrizes SBD, 2016).

Com o objetivo de analisar o controle glicémico e a efetividade do tratamento
escolhido, deve ser feito, além das dosagens de glicemia de jejum, a glicemia ao acaso, a pos-
prandial, 0 auto monitoramento através da glicemia capilar e a hemoglobina glicada (HbAlc)
(BAZZOTE, 2010; Diretrizes SBD, 2016). A Associacdo Americana de Diabetes — ADA
estabelece que para o controle metabdlico, a dosagem de hemoglobina glicada seja realizada
ao menos duas vezes ao ano em pacientes com niveis estaveis de glicemia e quatro vezes ao
ano em pacientes diabéticos, no qual o tratamento esta sendo alterado ou que ndo estejam
alcancando as metas glicémicas recomendadas. A HbA1 — é uma fragdo formada a partir das
reacdes entre a hemoglobina A (HbA) que ¢ a fracdo principal e nativa da hemoglobina com
alguns actcares (NETTO, 2009).

Somente a fragdo HbAlc é considerada um marcador do indice de glicemia média,
pois apresenta o terminal valina na cadeia beta que se liga de forma estavel e irreversivel a
glicose. A quantidade de glicose ligada a hemoglobina € diretamente proporcional a
concentracdo média de glicose no sangue. Como as hemacias apresentam uma vida média de
aproximadamente 120 dias, a quantidade de glicose ligada a hemoglobina permite avaliar o
controle glicémico médio neste intervalo de tempo antes da data do exame. Sendo
considerados os valores normais de 4 a 6% de HbAlc, assim, considera-se como tratamento
do diabetes o valor de 6,5 a 7% de HbAlc como meta (Diretrizes SBD, 2016).
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Os agentes hipoglicémicos orais sdo medicamentos que tem como objetivo reduzir os

niveis glicémicos através de uma variedade de mecanismos que incluem a reducdo na

producdo de glicose hepética (metformina), aumento na secrecdo de insulina pelas células

beta do pancreas (secretagogos de insulina como as sulfonilureias), melhora da sensibilidade a

insulina (metformina e tiazolidinediona) e inibicdo da digestdo e absorcao da glicose intestinal
(inibidores de alfa-glicosidase como acarbose e miglitol) (Tabela 2) (BAZZOTE, 2010;
Diretrizes SBD, 2016; CHENG; FUNTUS, 2005).

Tabela 2 - Agentes antidiabéticos e hipoglicemiantes com os respectivos farmacos.

SENSIBILIZADORES DE
INSULINA

SECRETAGOGOS DE
INSULINA

MODULARES DA
ABSORCAO DE
NUTRIENTES NO TGl

Biguanidas — metformina

Sulfonilureias -
clorpropramida, glibenclamida,
glicazida, glipizida e
glimepirida

Metilglinidas — repaglinida e
natglinida

Tiazolidinodionas
— pioglitazona e rosiglitazona

Inibidores da enzima
dipeptidilpeptidase 4 (DDP-1V)

— vildagliptina,

sitagliptina,

saxagliptina e linagliptina

Incretinomimétricos — exenatida
e liraglutida

Inibidores da a-glicosidase —
acarbose

Fonte: Adaptado das Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2016.

A metformina é um derivado da guanidina, um composto hipoglicemiante proveniente
da planta Galega officinalis (BAILEY; DAY, 1989). Apresenta efeito sensibilizador

periférico para a insulina. No figado, a metformina promove a inibicdo da neoglicogénese e
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glicogendlise e estimula a glicogénese. J& em outros tecidos periféricos, como por exemplo:
na musculatura esquelética, este é responsavel pelo aumento da captacdo de glicose
provocando rapida reducdo da glicemia plasmatica. No adipocito, a metformina inibe a
lipdlise e a disponibilidade de &cidos graxos livres. Tem sido relatado que este medicamento
exarceba o niumero e melhora a afinidade dos receptores de insulina, tanto no adipécito quanto
no tecido muscular. Em nivel celular, foi comprovado que a mesma aumenta a atividade
tirosina quinase do receptor de insulina, estimulando a translocacdo do transportador GLUT4
e a atividade da enzima glicogénio sintase (SANTOS et al., 1995). Diferentemente dos
secretagogos, a metformina ndo aumenta os niveis plasmaticos de insulina (BAILEY;
TURNER, 1996).

As sulfonilureias, como a clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glipizida, e a
glimepirida, sdo medicamentos que agem no pancreas aumentando a secrecdo de insulina.
Elas se ligam aos seus receptores na superficie das células beta pancreéticas, que sao
intimamente ligadas com subunidades dos canais de K* sensiveis ao ATP, induzindo o
fechamento desses canais com consequente inibicdo da saida dos ions potassio,
desencadeando o processo de despolarizacdo da membrana e secre¢do de insulina. Entretanto,
estes medicamentos ndo afetam a sensibilidade a insulina e podem causar efeitos indesejaveis
como hipoglicemia e ganho de peso, e, a longo prazo, danos renais e hepéaticos (CHENG,;
FUNTUS, 2005).

As tiazolodinedionas, como a rosiglitazona e a pioglitazona, sdo medicamentos
sensibilizadores da acdo da insulina, tendo em vista que aumentam a expressdo de genes que
codificam proteinas envolvidas no metabolismo de glicose e lipideos (GOMES, 2006).
Estudos envolvendo animais como modelos experimentais relataram que as tiazolodinedionas
melhoram e preservam a funcdo das células B pancreaticas (CHENG; FUNTUS, 2005). Em
contrapartida, 0 uso destes farmacos provocam efeitos adversos tais como ganho de peso,
edema, hepatotoxicidade e insuficiéncia cardiaca congestiva (CHENG; FUNTUS, 2005;
GOMES, 2006).

Os inibidores da alfa-glicosidase, como a acarbose e o miglitol atuam como
antagonistas enzimaticos da alfa-amilase diminuindo a absorcdo intestinal da glicose
(JENMEY et al.,, 1993; SEGAL, 1997). Estes farmacos ndo interferem na secrecdo de
insulina, e reduzem a glicemia de jejum e a hiperglicemia p6s-prandial. Entretanto, apresenta
efeitos indesejaveis, tais como: diarreias e dores abdominais (ARAUJO; BRITTO; PORTO
DA CRUZ, 2000).
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2.3.2. Insulinoterapia

Um grande avango no tratamento do DM aconteceu em 1921 quando Benting et al.
descobriram a insulina. Com o seu uso foi notado um aumento da expectativa de vida de
pacientes portadores do DM e com isso despertou o interesse em conhecer o mecanismo de
acdo da insulina sobre o metabolismo intermediario, assim como entender as complicagdes
crénicas do DM (Tabela 3) (BARNETT; KRALL, 2009)

Tabela 3 - Série histérica da insulina desde a sua descoberta.

1921 | Descoberta a possibilidade de diminuir os niveis glicémicos a partir da administracdo de
extrato pancreatico em cachorros diabéticos experimentais pancreatectomizados ( Benting et
al.)

1922 | Administrada pela primeira vez em humanos

1923 | Marco inicial da comercializagdo e producdo em larga escala pela industria (Eli Lilly
Company)

1925 | Padronizacdo da primeira unidade internacional de insulina (1 unidade — 0,125mg ). As
insulinas U40/80 foram langadas no mercado.

1926 | Reconhecimento da insulina como hormonio proteico e uma maior estabilidade da formulagéo
(John Jacob Abel)

1936 | Zinco foi adicionado na insulina de protamina — PZl aumentando a duracdo da agdo do
horm6nio (Scott, Fisher e Hagedom)

1950 | Criada a Insulina NPH com quantidades controladas de protamina (Nordisk Company)

1951 | Insulina lenta desenvolvida a partir do tamponamento da insulina de zinco com acetato (Novo
Company, Hallas-Moller)

1955 | Delineamento da estrutura da insulina (Sanger et al.)

1967 | Descoberta da pré-insulina (Steiner)

1971 | Conceito do receptor de insulina (Ruth et al.)

1972 | Insulina U 100 introduzida no mercado com o objetivo de melhorar a precisdo da
administracdo

1977 | Gene da Insulina sendo clonado (Ullrich e et al.)

1981 | Atividade da quinase sendo descrita no receptor de insulina (Kahn et al.)

1982 | Insulina humana recombinante sendo lancada no mercado (Eli Lilly Company)

1996 | Lancamento do Analogo de insulina de acdo rapida — LISPRO (Humalog)

2001 | Lancamento do Andlogo de insulina de acdo prolongada — GLARGINA (Lantus, Aventis
Company)

Fonte: Adaptado de BARNETT, KRALL, 2009.

A insulina foi prescrita pela primeira vez em 1923 em um adolescente portador do
DM, onde foi possivel observar uma diminuicdo dos niveis glicémicos, assim como foi

estabelecido a relacdo da secrecdo pancredtica e 0 DM. Com estas descobertas Benting e
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Macleod ganharam o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia. Posteriormente a empresa
americana Eli Lilly lancou a primeira insulina comercial (PIRES; CHACRA, 2008).

Inicialmente foram lancadas as insulinas de origem animal, no qual era obtida do
extrato pancreadtico de boi ou do porco, denominada de insulina bovina ou suina,
respectivamente, como tambeém a mista. As inddstrias farmacéuticas passaram a ter interesse
em prolongar o tempo de agdo da insulina, pois estas necessitavam sucessivas administragdes
durante o dia. Com isso, foi lancada posteriormente a insulina sintética com a ajuda da
biologia molecular via DNA recombinante, esta era composta pela mesma sequéncia de
amino&cidos da insulina humana enddgena, classificada como insulina humana. A partir dai
foram sendo sintetizados os analogos de insulina humana, cujas preparagdes iam sofrendo
alteracGes na estrutura, propiciando assim diferentes tempos de acdo para a formulacio
(BARNETT, KRALL, 2009; Diretrizes SBD, 2016; PIRES; CHACRA, 2008).

Nos individuos normais, os picos endégenos de insulina sdao iniciados em 15 a 45
minutos apos o inicio das refeicdes e retornam ao basal com 90 a 180 minutos, com o objetivo
de manter os niveis de glicose entre 70 a 125 mg/dL. Desta forma, foi necessario buscar
preparacOes de insulina com tempos de acao distintos para os pacientes diabéticos, visando
mimetizar o padrdo da secrecdo endogena evitando os picos de hiperglicemia ou hipoglicemia
(ROOS; SIQUEIRA; CLAUDIO, 2009).

As insulinas podem ser classificadas quanto ao seu perfil de ag&o: rapida, ultrarrapida,
intermediaria, prolongada e bifasica (Tabela 4) (BARNETT, KRALL, 2009; Diretrizes SBD,
2013; PIRES; CHACRA, 2008).
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Tabela 4 - Caracteristicas farmacocinéticas das insulinas.

INSULINA INIC10 DE ACAO PICO DE ACAO DURACAO
RAPIDA/ULTRARAPIDA
Regular 30-60min 2-4 horas 6-9 horas
Aspart/Lispro/Glulisina 10-15min 30-90 min 3-4 horas
ACAO INTERMEDIARIA
NPH 1-2 horas 3-8 horas 12-15 horas
INSULINA BASAL
Glargina 1-2 horas sem pico 24 horas
Detemir 1-2 horas sem pico 20 horas
PRE-MISTURAS
70/30 NPH/Regular 30-60 min 3-8 horas (duplo) 12-15 horas
75/25 NPH/Lispro 10-15 min 30 min-8 horas (duplo) 12-15 horas

Fonte: Adaptado das Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2016.

2.4. Complicacdes cronicas do Diabetes

Com os estudos in vivo em células B, pode-se verificar que altas concentragfes de
glicose exarcebam a apoptose das células. A glicotoxicidade nas ilhotas de Langerhans do
pancreas é potencialmente irreversivel, provocada pela longa exposicdo crbnica de grandes
concentracdes de glicose em portadores do DM, com a diminuicdo caracteristica da sintese e
secrecdo da insulina (WAJCHENBERG, 2007).

A hiperglicemia crénica em longo prazo produz disfuncdes ou deficiéncia em varios
orgdos, tais como: coragao, vasos sanguineos, nervos, olhos e rins. Perda de peso, poliuria,
polidipsia, polifagia, perda da clareza na visdo, prejuizo no crescimento, susceptibilidade a
infeccOes e, como também, a cetoacidose. S&o sintomas que quando néo controlados, podem
resultar em retinopatia com perda crescente da visdo, nefropatia, neuropatia, amputagoes,
disfuncBes gastrintestinais, geniturinarias, cardiovasculares e sexuais. Pacientes com DM
também apresentam aumento na prevaléncia de doencas cerebrovasculares e cardiovasculares
(ADA, 2015).

A insuficiéncia das células mesangiais do glomérulo renal, das endoteliais dos
capilares da retina, dos neurdnios e das células de Schwann dos nervos periféricos, pode

impedir a demasiada captacdo de glicose para o meio intracelular durante a hiperglicemia
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prolongada as tornam vulneraveis as altas concentra¢@es de glicose, ocasionando, mais tarde,
nas complicacdes crénicas microvasculares diabéticas (BROWNLEE, 2001). A retinopatia
diabética é representada pela quebra na barreira hemato-retiniana, perda de pericitos capilares,
formagdo de microaneurismas, disfuncdo neuronal e isquemia progressiva e pode ser
subdividida em n&o proliferativa e proliferativa (MANIGRASSO et al., 2014; MCVICAR
2015). O diagnostico da retinopatia diabética é dado pelo aparecimento de lesGes na
vasculatura da retina que, em alguns casos, acarretam a perda irreversivel da visdo por
hemorragias no humor vitreo ou por descolamento da retina resultante da retracdo secundaria
a fibrose (SHEETZ; KING, 2002).

A nefropatia diabética é considerada uma das principais causas de doenca renal
crbnica terminal - DRCT nos individuos. O primeiro estagio € composto por anormalidades
na hemodindmica glomerular, resultando em hiperfiltracdo glomerular e, posteriormente, em
microalbumindria. Com isso, a funcdo glomerular tende a declinar e, muitas vezes, ocorre a
perda concomitante de albumina na urina. E em grande parte dos individuos acometidos, a
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular pode progredir até a perda total da funcéo renal
(SHEETZ, KING, 2002).

A neuropatia diabética é descrita como a presenca de sinais e sintomas de disfuncéo
dos nervos periféricos em pacientes com DM, contanto que sejam descartadas outras causas
de neuropatia (BANSAL; KALITA; MISRA, 2006). Cerca de 50% dos individuos portadores
de DM sdo atingidos em algum grau pela neuropatia diabética que varia de uma
mononeuropatia a uma polineuropatia (SHEETZ, KING, 2002).

A neuropatia pode prejudicar também o sistema nervoso autbnomo - SNA de distintos
sistemas. A neuropatia autondmica no sistema cardiovascular ainda é pouco diagnosticada,
mesmo tendo um impacto significativo na sobrevida e na qualidade de vida dos individuos
portadores de DM. Os individuos acometidos sofrem inicialmente a perda do sistema
parassimpatico e posteriormente a faléncia do sistema nervoso autonémico simpético
(KHANDOKER, 2012). Vale salientar também que o DM esta relacionado & doenca
macrovascular aterosclerética acelerada, no qual atinge as corondrias e as artérias que irrigam
o0 cérebro e os membros inferiores (macroangiopatias) (MANIGRASSO et al., 2014).

Além dessas complicacdes citadas alguns estudos tém apontado a correlagdo entre DM
Tipo 2 e um grande risco do desenvolvimento de Alzheimer. A hiperglicemia provoca
sequelas neuroldgicas que, apesar de nao estarem totalmente esclarecidas, podem prejudicar o
metabolismo cerebral. As altas concentracGes de glicose acarretam alteracGes nas glias,

provocando desordens do SNC, sem envolver um déficit de insulina. Os astrocitos, quando
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estdo na presenca de altas concentracdes de glicose, diminuem o processo de captacdo de
glutamato, o que pode favorecer a excitoxicidade que esta relacionada com o aumento da
excitabilidade neuronal e hiperativacao dos receptores glutamatérgicos e influxo excessivo de
Célcio — Ca** (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012; HUANG et al., 2012).

Com a exarcebacdo do influxo de Ca*?, associado & ativacdo de diversas proteinas,
como: proteases, fosfatases e fosfolipases, hd uma elevagdo na producdo de espécies reativas
do oxigénio e nitrogénio, gerando um quadro de estresse oxidativo sobre as células neurais,
acarretando a morte neuronal (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012; HUANG et al., 2012;
MELLO; QUINCOZES-SANTOS; FUNCHAL, 2012; VALENTE et al., 2012).

2.5.  Mecanismos de lesdo tecidual provocado pela hiperglicemia

Existem alguns mecanismos que podem explicar o dano celular causado pela
hiperglicemia.

Os principais sao:
v Aumento do fluxo de glicose e outros aglcares na via dos poliois, produzindo estresse
oxidativo;
4 Aumento no fluxo da via das hexosaminas, com a exaberbacdo de citocinas; ativacao
de isoformas da proteina cinase C - PKC, gerando aumento de citocinas, estresse oxidativo e
fatores proliferativos;
v Aumento da formagdo de produtos finais de glicacdo avancada - AGEs, gerando
aumento de glicacdo de proteinas plasmaticas e da matriz extracelular; e aumento da
expressao dos seus receptores.

Brownlee (2001) explicou que as vias deléterias citadas acima se ddo devido a
producdo exarcerbada de espécies reativas de oxigénio na cadeia transportadora de elétrons,
conforme a ilustragéo abaixo (Figura 1) (GIACCO; BROWNLEE, 2010).
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Figura 1 - Vias deletérias que levam ao estresse oxidativo e provocam o dano celular em estagio

hiperglicémico.
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Fonte: Adaptado de Brownlee, 2001.

Na via dos polidis, as altas concentracbes de glicose intracelular resultam na
conversao do sorbitol pela enzima aldose redutase. Esta possui uma baixa afinidade pela
glicose e, em estados normais de glicemia, o processo metabdlico da glicose através desta via
é irrisorio. Ja na hiperglicemia, a glicose é convertida enzimaticamente em sorbitol, que por
sua vez é oxidada a frutose através da sorbitol desidrogenase. No processo de reducdo da
glicose para sorbitol hd& um consumo de nicotinamida adenina difosfato - NADPH, um
composto necessario para a renovacdo da glutationa adenina reduzida — GSH através da
glutationa redutase. Essa diminui¢cdo de GSH pode levar a um aumento do estresse oxidativo
intracelular (mecanismo mais relevante que explica os efeitos deletérios originados da via dos
polidis) (BROWNLEE, 2001).

Através das vias das hexosaminas, a glicose em excesso é convertida a frutose-6-
fosfato que por sua vez, é convertida enzimaticamente a N-acetilglicosamina-6-fosfato através

da glutamina frutose-6-fosfato aminotransferase (GFAT). Posteriormente, a N-
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acetilglicosamina-6-fosfato é transformada a UDP-N-acetilglicosamina que auxilia na
expressao de proteinas, funcionando como fatores de transcricdo e por fim alterando a
expressao de varias proteinas, dentre elas: Inibidor-1 do Ativador do Plasminogénio (PAI-1) e
o fator de crescimento transformante beta — TGF-B, nos quais estdo ligados a vasculopatia
diabética (BROWNLEE, 2001).

J& a excitacdo das isoformas da proteina cinase C é realizada através da ativacdo do
segundo mensageiro diacilglicerol — DAG, resultando na alteracdo do fluxo sanguineo, da
diminuicdo da producdo de 6xido nitrico — NO e um aumento da endotelina-1. Acontece
também alteracdo na permeabilidade vascular, devido ao aumento da expressao de fatores de
crescimento, dentre eles: crescimento endotelial vascular (VEGF), TGF-B. Nesta via pode
também ter aumento da expressdo do PAI-1, favorecendo a oclusdo vascular e ativacdo do
fator de transcricdo NF-kB e a enzima NADPH oxidase (BROWNLEE, 2001), como também
a via de formacdo dos AGEs, que levam ao estresse oxadativo, e sera reportado a seguir.

2.6.  Produtos finais de glicacdo avancada - AGEs

Os produtos finais de glicacdo avancada sdo decorrentes de converses pos-
traducionais que acontecem em proteinas, por uma sequéncia de reacdes entre residuos de
aminoacidos basicos e hidratos de carbono ou carbonilas reativas. Os produtos finais de
glicagdo sdo originados através de ligacBes covalentes ndo enzimaticas entre aldeidos
redutores e grupos aminos terminais de cadeias polipeptidicas, fosfolipideos, &cidos nucleicos
e residuos de lisina e arginina das proteinas (HORI et al., 2012; MONNIER, 2003).

O processo de glicacdo in vivo ocorre de forma lenta e gradativa e é reversivel em
niveis normoglicémicos, entretanto, tende a acelerar nos estagios de hiperglicemia que é o
ponto de partida para a formacgdo dos AGEs tanto intra quanto extracelulares. A via classica
da glicacdo, conhecida também por reacdo de Maillard, ou de escurecimento, possui trés
fases: inicial, intermediario e tardio (HORI et al., 2012).

Na fase inicial ocorrre a formacao da base de Schiff (um produto instavel), produzida
através da reacdo do grupo funcional carbonila da glicose, como também de outros agUcares
redutores (frutose, manose, galactose e xilose), com grupamentos amino livres, oriundos de
acidos nucleicos, lipoproteinas. Com isso esta base passa por reacdes quimicas, formando
uma estrutura mais estdvel denominada de produto de Amadori (cetoamina), que sao

conhecidos marcadores de glicacdo no estagio inicial como, por exemplo, a frutose-lisina.
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As principais varidveis que regulam a formagdo destes compostos sdo as
concentracOes de glicose circulante, a meia vida da proteina, sua reatividade em termos de
grupamentos amina livres e a permeabilidade celular a glicose. Estes compostos possuem
grupamentos carbonilas reativos e, através de ligagdes irreversiveis, podem acumular-se nas
proteinas de meia vida curta e longa, como por exemplo: a hemoglobina glicada e a
frutosamina e sdo conhecidos exemplos de produtos de Amadori (LAPOLLA; TRALDI;
FEDELE, 2004).

No estagio intermediario, acontece a quebra da base de Schiff, do produto de Amadori
e a autoxidacdo da glicose produzem oxoaldeidos, como metilglioxal (MGO), glioxal (GO),
glicolaldeido (GAD) e 3-deoxiglicosona (3-DG) que sdo altamente reativos quando
comparados aos seus acgucares de origem. Em particular, o metilglioxal (um alfa-oxaldeido)
que € um dos compostos propagadores mais importantes in vivo, tanto pela sua alta
reatividade como pela sua elevada concentracdo plasmatica. No estagio final, estes
propagadores podem interagir com grupamentos amino de proteinas diversas, e através de
reacdes quimicas formam, de forma irreversivel, compostos denominados de AGEs que se
acumulam nas proteinas e levam a lesGes tissulares (Figura 2) (AHMED, 2005; BAYNES;
THORPE, 1999; BEM; KUNDE, 2006; FRYE et al., 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). Outro mecanismo pelo qual os AGEs podem ser formados envolve a auto-oxidacao de
acucares livres na presenca de oxigénio e metais livres levando a formacdo de compostos
carbonila, que interagem com proteinas e formam cetoaminas altamente reativas (LAPOLLA,;
TRALDI; FEDELE, 2004).
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Figura 2 - Formacéo dos produtos finais de glicacio avancada.
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Fonte: Adaptado de Adaptado de Frye, E. B. et al., 1998.

Diversos AGEs estdo descritos na literatura, como por exemplo, a pirralina,
pentosidina, argipirimidina, dimeros de lisina derivados do glioxal (GOLD), dimeros de lisina
derivados da 3-deoxiglucosona (DOLD), AFGP (1-alquil-2-formil-3,4-diglicosil pirrol), FFI
(2-(2-fluoril)-4,5-furanil-1-himidazol), carboxietil-lisina (CEL), carboximetil-lisina (CML) -
encontrado em maior quantidade no soro sanguineo humano (AHMAED et al., 2002; IKEDA
et al.,, 1996; KIKUCHI et al.,, 2003; SCHLEICHER et al., 2001). Alguns apresentam
autofluorescéncia com comprimentos de onda de excitacdo de 370 nm e emissdo de 440 nm.
Ja a pentosidina, apresenta uma autofluorescéncia com comprimentos de onda de excitacdo
328 nm e emissdo 378 nm (NAGAI et al., 2010).

Nos diabéticos esses produtos podem ser encontrados em diversos tecidos, tais como:
0 plasma humano, a urina e o fluido cerebroespinhal, além de se acumularem em tecidos
como retina e rins (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008; THORNALLEY, 2005).

Além da formacdo enddgena, existe também fontes exdgenas de produtos capazes de
gerar AGEs, como por exemplo o tabaco. Estudos tem relatado grande quantidade de AGEs
plasméatico em pessoas fumantes quando comparados a ndo fumantes, mesmo ndo sendo

portadores do DM (ROBINSON, 2012). Concentram-se principalmente nas lipoproteinas de
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baixa densidade — LDL, aumentando o risco das complica¢des cronicas do DM (NICHOLL;
BUCALA, 1998). Outra fonte sdo os alimentos preparados em altas temperaturas e com altas
concentracOes de aclUcar (PEPPA; VLASSARA, 2005). Cerca de 10% dos AGEs ingeridos
sdo absorvidos em nivel intestinal, dos quais 2/3 (dois ter¢os) sdo encontrados na forma
bioativa e 1/3 (um terco) é excretado no periodo de 48 horas com a funcdo renal normal
(KOSCHINSKY, 1997). Com isso, a quantidade de AGEs é um equilibrio entre a formacéo
enddgena e as fontes exdgenas versus o catabolismo, os quais estdo incluidos a degradacéo
tecidual e a eliminagéo renal (Figura 3) (URIBARRI, 2005).

Figura 3 - Fatores que determinam as concentragdes circulantes de produtos finais de glicagéo

avancada (AGEs) em humanos.
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Fonte: Adaptado de Uribarri J. et al., 2005.

Alguns estudos apontam uma ligacao positiva entre o consumo de AGEs oriundos da
dieta e as concentragdes plasmaticas desses compostos. Da mesma forma, o indice de massa

corporal — IMC pode induzir na quantidade de AGEs circulantes, devido a degradacao e
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catabolismo dos AGEs no tecido adiposo (KOSCHINSKY, 1997; SEMBA, 2011; SEMBA,
2014; URIBARRI, 2005).

Os AGEs aglomerados nos tecidos podem causar lesdo tecidual a partir de ligacdo
cruzada com proteinas ou diretamente pela ligacdo nos receptores celulares especificos. Estes
podem ser reconhecidos em diferentes linhagens celulares, entre elas: hemacias, células
mesangiais, neurdnios, fibroblastos, linfécitos T, mondcitos, macrofagos, células da
musculatura lisa. Entre os diferentes receptores de AGEs, o RAGE é o receptor melhor
identificado, além dele 0 AGE-R1, AGE-R2 e AGE-R3 sdo capazes de interagir com AGEs e
suas atividades estdo correlacionadas a depuracdo e a detoxicagdo desses compostos
(YONEKURA, 2003).

O dano celular provocado pelos AGEs pode ser explicado através dos seguintes
mecanismos: modificacdo de proteinas intracelulares pelos AGEs em células do endotélio,
incluindo proteinas que estdo envolvidas na regulacdo de transcricdo de genes; modificacdo
de componentes da matriz extracelular apos os precursores de AGEs serem difundidos para o
exterior da célula, acarretando alteragbes na sinalizacdo entre célula e matriz. Ao sair da
célula, os precursores podem alterar ainda proteinas circulantes, como por exemplo: a
albumina, que podem se ligar aos receptores RAGEs em células endoteliais, mesangiais e
macrofagos, ativando-os, estabelecendo o terceiro mecanismo de dano tecidual: essa ativagdo
sinaliza reagGes em série que resultam na expressdo de citocinas inflamatorias e fatores de
crescimento, associados com as complicacbes vasculares (BROWNLEE, 2001;
SCHALKWIJK; MIYATA, 2012; THORNALLEY, 2005).

A determinacdo dos produtos de glicacdo no soro ou nos tecidos dos portadores de
diabetes é empregada para examinar o risco de progressdo do DM. Os parametros mais
empregados sdo: a avaliacdo da hemoglobina glicada (HbALc), das proteinas glicadas do soro,
e frutosaminas. Também podem ser examinados os produtos intermediarios da glicacéo,
dentre eles: metilglioxal, deoxiglicosonas e glioxal (LAPOLLA; TRALDI; FEDELE, 2004).

De acordo com Lapolla, Traudi e Fedele (2004), foi constatado um aumento na
concentracdo de metilglioxal nos rins, olhos e plasma de animais diabéticos quando
comparados aos animais nao diabéticos.

A aminoguanidina atua como uma “armadilha” sequestrando 0s compostos
intermediarios carbonilicos da formacdo dos AGEs, entre eles: o metilglioxal, glioxal e o 3-
deoxiglicosona (LEWIS; HARDING, 1990; HIRSCH; BAINES, FEATHER, 1992;
THORNALLEY; YUREK-GEORGE, 2000), atua também na inibicdo da formacdo dos

produtos finais de glicacdo, tais como: a carboximetilisina — CML e carboxietilisina — CEL e
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um potente inibidor da Oxido nitrico sintase — NOS (CORBETT et al., 1992). A
aminoguanidina foi primeiro composto a ser estudado como um potente inibidor da formacao
de AGEs tanto in vitro quanto in vivo (BROWNLEE; CERAMI; VLASSARA, 1988).

2.7.  Potencial bioldgico das guanil-hidrazonas

As guanilhidrazonas ou aminoguanil-hidrazona (AGH) sdo compostos que apresentam
em sua estrutura quimica grupamentos amidina (guanil) ligado a um grupamento hidrazona (-
C=NNH-) e séo derivados das aminoguanidinas (CLAYDEN et al., 2009; FRANCA et al.,
2016; MITCHELL; BROWN; SKURRAYR, 1998; WALZER et al.,1994). Estdo descritos na
literatura uma grande variedade de derivados guanil-hidrazona que foram sintetizados e
amplamente estudados (PAPANASTASIOU et al., 2008; SUNDBERG et al., 1990; ULRICH;
CERAMI,1984; WALZER et al.,, 1994). A funcdo guanidina presente nestas moléculas
apresenta uma forte basicidade e faz parte integrante de varios compostos biologicamente
ativos e estd intimamente relacionada a diversas propriedades biologicas (ORNER;
HAMILTON, 2001).

Estas substancias sdo obtidas através de reacdo de condensacdo quimiosseletiva da
aminoguanidina com aldeidos e/ou cetonas, sob condicdes de refluxo em meio alcodlico ou
ainda sob irradiacdo por microondas, em um tempo consideravelmente menor e, em alguns
casos, com rendimentos levemente maiores e sdo chamadas de guanil-hidrazona devido ao
nome do aldeido ou cetona utilizado (MARTINS et al., 2004; ULRICH, 1984).

Existem varios estudos descritos na literatura acerca do potencial farmacologico das
guanil-hidrazonas, entre eles podem ser destacados as acOes: inibicdo da sintese de DNA
(RACZYNSKA et al., 2003), indutores da apoptose (ZHANG et al., 2009), antimalaricas
(RUIZ; AVIADO, 1970), tripanocida (MESSEDER et al., 1995; SANTOS-FILHO;
FIGUEROA-VILLAR; ARAUJO, 1997; SUNDBERG et al., 1990;), antineoplasicos
(ANDREANI et al., 2000; BRZOZOWSKI; SACZEWSKI, SLAWINSKI, 2007; FOYE et al.,
1990), antibacteriano (AHMED et al.,, 2013; BORGES; FIGUEROA-VILLAR, 2001,
GADAD et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2012; WALZER et al., 1994), anti-hipertensivo
(FOYE, 1990; HOFFMAN, 2003), antidiabéticos (EDMONT et al., 2000; LARSEN et al.,
2001) dentre outras, algumas das quais ja foram estudadas por nosso grupo de pesquisa.

A aminoguanidina (AG), comercialmente chamada de Pimagedina®, (Figura 4) faz

parte do grupo das guanidinas e tem se destacado por ter acdo inibitoria na formacgdo de AGEs
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por causa da presenca do grupo hidrazina na molécula que reage com os compostos glioxal,
metilglioxal e 3-desoxiglicosona que sdo compostos intermediarios no processo de formacao
dos AGEs (AHMED, 2005; BARBOSA, 2012; THORNALLEY, 2003; WANG et al., 2007).
Parving (2001) relatou beneficios no tratamento da glomerulosclerose em ratos diabéticos
induzidos com estreptozoticina com 0 uso da aminoguanidina. Podendo atuar também na
inibicdo da atividade da enzima iNOS e assim reduzir o stress nitrosativo (SZABO et al.,
1997). Além disso atua na inibicdo do metabolismo da histamina, do catabolismo de
poliaminas e na atividade da catalase, bem como potencializa os efeitos da angiotensina na
producéo de prostaciclina (NILSSON, 1999).

Figura 4 - Estrutura quimica da aminoguanidina.

H

_N
N

NH,

NH

Fonte: GOMES, 2019.

2.8.  Inducdo de DM nos modelos experimentais: acdo da estreptozotocina

Em consequéncia das incipientes informagfes acerca das alteracdes metabdlicas
acometidas pelo Diabates mellitus em humanos, torna-se necessario a utilizacdo de modelo
animal adequado para estuda-la. Este possibilita o entendimento dos mecanismos de
patogénese e os agravamentos decorrentes da doenca, sendo possivel direcionar estratégias
preventivas e tratamento para os portadores do DM.

Para o estudo do diabetes, os modelos animais mais utilizados sdo os roedores e
envolvem a administragdo de agentes quimicos [ — citotoxicos como a aloxana e a
estreptozotocina - STZ, que por sua semelhanga estrutural com a glicose sdo transportados
para dentro da célula B através dos transportadores GLUT 2. As células B pancreéticas
apresentam uma maior sensibilidade a estes agentes quando comparadas a outros tipos de
células. Isso se deve a baixa expressdo génica das enzimas antioxidantes, contribuindo para o

acumulo da droga e aumento do dano. Apesar da aloxana e da estreptozotocina serem toxicas
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as células B pancreaticas nos roedores a citotoxicidade ¢ distinta para cada droga (LENZEN,
2008; MARLES; FARNSWORTH, 1995; MATHEUS; LEITER, 2009).

Em 1963 Rakieten et al, relataram a capacidade da estreptozotocina em induzir
diabetes. A partir dai vem sendo utilizada continuamente nos modelos animais visando
estudar tanto a patologia do diabetes, como também as morbidades e possiveis intervencdes
terapéuticas para esta doenca (DEEDS et al., 2011).

A STZ ¢é um glicosamina pertencente a classe das nitrosoureias que foi isolado do
fungo Streptomyces achromogenes, tendo como fungdo estimular a producdo de radicais
livres e levar a destruicao das células B das ilhotas de Langerhans do pancreas (DEEDS et al.,
2009).

Alguns mecanismos sdo propostos para explicar a destruicao das células B do pancreas
nos animais expostos a estreptozotocina: mecanismo citotdxico - 0 composto atua como um
agente alquilante sobre a estutura do DNA por radical *CHjz Além do mais, o grupo N-metil-
nitrosoureia impede a atividade da superdxido dismutase — SOD provocando o acumulo de
espécies reativas de oxigénio — EROS, tais como: o radical superéxido — O,", radical
hidroxila — HO+ ¢ per6xido de hidrogénio - H,O,, causando aumento na peroxidacao lipidica
e diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes das células B. Como também a inibi¢ao
ciclo do é&cido tricarboxilico e diminuicdo do consumo de oxigénio pela mitocéndria,
limitando a sintese de ATP mitocondrial causando apoptose celular. A administracdo de
estreptozotocina vem sendo utilizada na inducdo do Diabetes mellitus em animais por
apresentar 0s principais sintomas da doenca, como também o0s mecanismos dos danos
causados pela doenca, dentre eles: estresse oxidativo, glicacagdo avancada que sao
responsaveis pelas complicagdes crénicas dos portadores do Diabetes mellitus (LENZEN,
2008; MATHEUS, LEITER, 2009; SKUDELSKI, 2001).

Estudos envolvendo os derivados guanil-hidrazonicos séo bastante promissores. Além
do amplo espectro de atividades bioldgicas descritos anteriormente, estas moléculas
apresentam custos acessiveis e sua sintese que é relativamente facil, tornando a utilizacéo
apropriada em paises em vias de desenvolvimento, tendo em vista os sérios problemas no
sistema de salde, o que justifica a necessidade de um maior investimento em novas pesquisas

para conhecer as potencialidades destes compostos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial antigliclante e atividade antidiabética de novas aminoguanidinas e

derivados planejados no modelo de diabetes induzida pela estreptozotocina.

3.2.  Objetivos Especificos

v Avaliar atividade antiglicante dos derivados aminoguanidinicos;

4 Verificar a citotoxicidade dos derivados aminoguanidinicos por viabilidade celular;

v Auvaliar a toxicidade aguda in vivo dos derivados aminoguanidinicos em ratos Wistar;
v Avaliar os pardmetros hematologicos, bioquimicos e histopatoldgicos do ensaio de
toxicidade em ratos Wistar.

4 Avaliar o efeito antidiabético dos derivados aminoguanidinicos

v Avaliar os parametros hematoldgicos, bioquimicos e histopatologicos em modelo

experimental de diabetes em ratos Wistar.
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4. METODOLOGIA

4.1.Substancias utilizadas: Derivados aminoguanidinicos

Considerando a ampla variedade de atividades bioldgicas dos derivados amidinicos em
estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foi planejada a sintese das tiossemicarbazonas
e guanil-hidrazonas, conhecidos também por derivados aminoguanidinicos (ARAUJO-
JUNIOR, 2006; ARAUJO-JUNIOR, 2007; BENDERITTER, 2007; SCHMITT, 2006).

O planejamento dos derivados aminoguanidinicos foi realizado através de variacGes
em duas regides do esqueleto base das guanil-hidrazonas e das tiossemicarbazonas
aromaticas. Partindo de quantidades equimolares de aldeidos aromaticos e cloridrato de
aminoguanidina, para obtencdo das guanilhidrazonas, e com a tiossemicarbazida, para a

obtencgéo das tiossemicarbazonas (Figura 5).

Figura 5 - Retrossinstese do esqueleto base das guanil-hidrazonas e das tiossemicarbazonas.

o , Aldeido P
Ar Aldeido aromatico Ar 4{
é aromatico H

XN N __R +H
+ N \f
H — — H
| NH; |
N NH ~N S
N \]/ H,N \]/

NH, R = NH (Guanilhidrazona) o NH2
Aminoguanidina R = S (Tiossemicarbazona) Tiossemicarbazida

Fonte: Adaptado de EPIFANIO, 2011.

Neste estudo foram utilizados 22 derivados aminoguanidinicos, sintetizados no
Laboratorio de Quimica Medicinal — LQM - ESENFAR e codificados com a sigla LQM,
seguidos de um numero (Quadro 1), para os ensaios de atividade antiglicante e os mais
promissores para a citotoxicidade in vitro (MTT). O ensaio de atividade antidiabética in vivo,

partiu dos derivados aminoguanidinicos que apresentaram melhores perfis antiglicante.



Quadro 1 - Nomenclatura e estruturas quimicas dos derivados aminoguanidinicos.

CODIGO NOMENCLATURA ESTRTUTURA QUIMICA FORMULA E PESO
MOLECULAR
LQM 55 2-(2,3-diclorobenzilidenoamino) guanidina H C8HICI3N4
S N NH
@f\ Y HCI 265,9893g/mol
NH,
cl
Cl
LQM 95 2-(4-metoxibenzilidenoamino) guanidina H C9H13CIN4O
XN NH
VY 228,0778g/mol
NH
No 2
LQM 96 2-(3-metoxibenzilidenoamino) guanidina 3! C9H13CIN4O
\N/NYNH
HCI
©/\ NH, 228,0778 g/mol
O\
LQM 97 2-(4-fluorobenzilidenoamino) guanidina H C8H10CIFN4

216,0578 g/mol




LQM 98 2-(2-clorobenzilidenoamino) guanidina H C8H10CI2N4
x. N __NH
©f\ N wal 232,0283 g/mol
NH,
Cl
LQM 99 2-(2,4-diclorobenzilidenoamino) guanidina H C8HICI3N4
Ny NN
@\A Y uci 265,9893 g/mol
NH,
Cl Cl
LQM 100 2-(3,5-diclorobenzilidenoamino) guanidina al \N/E NI C8HICI3N4
\Qﬂ R 265,9893 g/mol
NH,
Cl
LQM 102 2-(piridina-3-il)(metilenoamino) guanidina H C7H10CIN5
S N N 199,0625 g/mol
| Y HCI
z NH,
N
LQM 103 2-(piridina-4-il)(metilenoamino) guanidina - § N C7H10CINS
I X N~ \( " 199,0625 g/mol
N~ NH,
LQM 104 2-(piridina-2-il)(metilenoamino) guanidina H C7H10CIN5
X _N_ __NH
| NN Y wa 199,0625 g/mol
_N NH,
LOM 106 | 2-(4-(trifluorometil)(benzilidenoamino) guanidina C9H10CIF3N4

266,0546 g/mol
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LQM 130

2-(3-fenilalidenoamino) (guanidina)

C10H13CIN4
224,0829 g/mol

LQM 131

2-(3-fenilpropildenoamino) guanidina

C10H15CIN4
226,0985 g/mol

LQM 132

2-(ciclohexilmetilenoamino) guanidina

C8H17CIN4
204,1142g/mol

LQM 134

2-(3,4-dihidronaftaleno-1(2H)-ilidenoamino)

guanidina

C11H15CIN4
238,0985g/mol

LQM 135

2-(6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[ 7]anilen-5-

ilidenoamino) guanidina

C12H17CIN4
252,1142 g/mol

LQM 136

2-(difenilmetilenoamino) guanidina

C14H15CIN4
274,0985 g/mol




LQM 137 2-(ciclopentilmetilenoamino) guanidina H C7H15CIN4
\N’N NH, 190,0985 g/mol
Y Ha
NH
LQM 138 | 2-(5-metoxi-3,4-dihidronaftaleno-1(2H)- n NH C12H17CIN4O
N~ \(
ilidenoamino) guanidina | N, 268,1091 g/mol
2
_O
LQM 139 2-(thiofeno-2-il)(metilenoamino) guanidina N HC C6HICIN4S
NH> 204,0236 g/mol
S N—NH
Y/,
>
LQM 140 2-(thiazol-2-il)(metilenomino) guanidina N HCl C5HB8CIN5SS
NH
< N N 2 205,0189 g/mol
Y,
>
N
LQM 141 | 2-(3-cloropiridina-4-il)metilenoamino) guanidina NH ¢ C7HICI2N5
HIIN NH, 233,0235 g/mol
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4.2.  Atividade antiglicante

Avaliacdo do potencial antiglicante foi realizada empregando-se o sistema albumina
sérica bovina (BSA)/glicose

A realizacdo do ensaio para avaliacdo do potencial antiglicante de uma substancia
pode ser executada através da producdo de AGE, a partir da ligagdo do BSA com um agucar
tal como, a ribose, a frutose ou glicose.

A glicacdo de proteinas por glicose foi avaliada utilizando metodologia adaptada
utilizada por Sarmento, 2016 (BEAULIEU et al., 2010; JHAUMEER-LAULLOO et al., 2012;
PEREZ GUTIERREZ et al., 2012; SERO et al., 2013).

Antes de dar inicio ao experimento, todos os materiais, tais como: vidrarias,
pipetadores, ponteiras, placas, solugdes, reagentes, tampdes, amostras, dentre outros foram
submetidos a luz ultravioleta por um periodo de 15 minutos em capela de fluxo laminar. Os
22 derivados aminoguanidinicos foram solubilizados em uma solucdo a 0,1% de
dimetilsulfoxido (DMSO). Os reagentes e as amostras foram filtrados em filtros de membrana
0,2 pm.

O ensaio antiglicante foi realizado dentro da capela utilizando placas estéreis de 96

pocos. Em cada pogo da placa foram acrescentadas as seguintes solugcfes, nesta ordem:

>

X/
*

Azida sbdica 8 g/L

Glicose 800 mM

Derivados aminoguanidinicos e controles 10 mM
BSA 40 mg/mL

Tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 7,4

L)
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A5

7/
X4

K/
X

7/
X4

L)

< Branco:

75 pL de azida sodica 8 g/L
50 pL de BSA 40 mg/mL
75 uL Tampéo fosfato de sddio 100 mM, pH 7,4

< Controles negativos

a) Da fluorescéncia

75 pL de azida sddica 8 g/L
125 pL Tampéo fosfato de s6dio 100 mM, pH 7,4
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b) Da técnica

50 pL de azida sodica 8 g/L

25 pL de glicose 800 mM

50 pL de BSA 40 mg/mL

75 uL de tampdo fosfato de sodio 100 mM, pH 7,4

< Controles positivos

*

a) Aminoguanidina e Quercetina

5 uL de azida sddica 8 g/L

25 pL de glicose 800 mM

50 pL de aminoguanidina ou quercetina 10 mM
50 pL de BSA 40 mg/mL

70 pL de tampdo fosfato de sédio 100 mM, pH 7,4

<> Derivados aminoguanidinicos

5 uL de azida sddica 8 g/L

25 pL de glicose 800 mM

50 pL dos derivados aminoguanidinicos 10 mM
50 pL de BSA 40 mg/mL

70 pL de tampao fosfato de s6dio 100 mM, pH 7,4

Apos as placas ficarem prontas foram protegidas da luz com folha de papel aluminio e
levadas imediatamente a estufa para serem incubadas a 37 °C. Apoés 24 h, foi feita a primeira
leitura e ficaram incubadas por cerca de 60 dias. As quantidades globais de AGEs
fluorescentes formadas foi determinada através de um Leitor de microplacas
(FLEXSTATION 3), com comprimento de onda de excitagdo em 350 nm e comprimento de
onda de emiss&o em 450 nm (AHMAD AHMED, 2006; BEAULIEU et al., 2010; BOUSOVA
et al., 2005).

A porcentagem de inibicdo da formacdo de AGEs para cada substancia foi calculada
pela seguinte equagédo (SUN et al., 2010).

% de inibicdo = [1 - (fluorescéncia da solugdo com inibidores / fluorescéncia da

solucdo, sem inibidores)] x 100%.
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4.3. Avaliacdo da viabilidade celular pela técnica do MTT

A citotoxicidade foi avaliada atraves da utilizacdo do método colorimétrico pelo sal de
metil-tetrazolium (MTT), composto de tonalidade amarela quando em solugéo. Esse teste tem
por objetivo avaliar a viabilidade celular, ja que esse sal é facilmente incorporado por células
viaveis as quais reduzem esse sal através das enzimas succinato desidrogenase, que se
encontra nas mitocéndrias ativas num composto chamado de formazam, insolivel em agua e
de cor violacea (HUSSAIN; NOURI; OLIVER, 1993; MOSMANN, 1983).

Portanto, a capacidade das células em reduzir o MTT indica que estas estdo
metabolicamente estaveis e vidveis (ANVISA, 2012). Assim, quanto mais escura a coloracdo
ao final da reacdo, maior € a viabilidade celular (GOES et al., 2012).

Foram realizados dois ensaios de viabilidade celular com linhagens celulares
diferentes: macrofagos da linghagem J774.A1 e fibroblastos da linhagem 3T3.

Os macrdéfagos da linhagem J774.A1 foram plaqueados em placas de 96 pocos por 1
hora em (1x10° /pogo) e expostos a concentracdo de 10 pM dos compostos diluidos em meio
RPMI suplementado por um periodo de 48 h em estufa a 37 °C com atmosfera Umida
contendo 5% de CO,. Os pocos controles continham células cultivadas somente em meio de
cultura ou células cultivadas na presenca do diluente das substancias (DMSO 0,1%). Apés o
periodo de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado 100 pL da
solucdo de MTT (5 mg/100 mL). As placas foram novamente incubadas por um periodo de 1
hora em estufa a 37 °C e a 5% de CO,, logo apos foi retirado o sobrenadante e adicionado 100
pL de DMSO e realizada a leitura em espectrofotdmetro a 550 nm. A viabilidade celular das
culturas tratadas com as substancias foi comparada ao padrdo de morte obtido nas culturas
controle.

Os fibroblastos 3T3 foram semeados em uma placa de 96 pocos (7 x103 células / poco)
durante a noite e tratados com 10 ou 100 uM de LQMs para 24 horas. Apds a incubagdo com
o tratamento 22,5 uL de MTT (3- Brometo de (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltiltrazélio)
(Sigma- Aldrich - EUA) (5 mg / mL em PBS), foi adicionado a cada poc¢o durante 4 horas.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 150 uL. de DMSO foram adicionados cada poco
para solubilizar os cristais de formazan formados. A absorbancia de cada poco foi registrada
usando um espectrofotdmetro de microplaca e densidade dptica (DO) foi medida a 540 nm. A
porcentagem de A célula de viabilidade foi calculada através desta formula: (células tratadas
OD / OD células néo tratadas) X 100.
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4.4.1 Manutencdo dos macrofagos

Mécrofagos da linhagem J774.A1 foram mantidos em garrafas de cultura contendo 10
mL de soro fetal bovino (SFB) e 2 mM de L-glutamina, aminoécidos ndo essenciais e
piruvato. No momento do uso, as células foram contadas, ajustadas em meio RPMI e

suplementado com 10% de SFB e semeadas.
4.4.2 Manutencéo dos fibroblastos
Fibroblastos 3T3 foram cultivados em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco

(DMEM) contendo 10% de soro bovino fetal (FBS), L-glutamina (2 mM) e gentamicina (40

pg / mL) em incubadora umidificada em atmosfera com 5% CO, a 37 ° C.
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4.4. Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), com dois
meses de idade, normais e saudaveis, com peso médio de 250 g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alagoas — BIOCEN-UFAL. Os animais foram mantidos
no biotério do Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular — ESENFAR da Universidade
Federal de Alagoas, onde permaneceram em condi¢cdes ambientais controladas, gaiolas
coletivas de prolipileno com cama de maravalha, com controle de temperatura, luminosidade
e com fornecimento de &gua e racdo. A identificacdo dos animais foi realizada por meio de
marcacdo permanente na cauda dos animais (Figura 6). Os animais ficaram em observacao
por um periodo de 10 dias antes dos ensaios, para verificacdo das condigdes clinicas e a
identificacdo de varidveis que por ventura pudessem influenciar nos experimentos.

Os cuidados dos animais bem como os protocolos de pesquisa estavam de acordo com
os principios e diretrizes adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Alagoas — UFAL, n° 100/2016, conforme parecer consubstanciado (Anexo 1).

Figura 6 - Condicdes ambientais dos grupos de estudo: A. Estantes com as gaiolas experimentais.

B. Gaiola experimental com cama de maravalha e animais em estudo.

Fonte: GOMES, 2019.
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4.5. Avaliacdo da toxicidade aguda in vivo em dose Unica

A avaliacdo da toxicidade foi realizada com o objetivo de verificar o efeito da
administragdo Unica dos derivados aminoguanidinicos por via oral (gavagem) (Figura 7).
Sendo possivel determinar o potencial de toxicidade através de alguns dados, tais como:
dosagem, sinais, danos provocados no organismo. O ensaio de toxicidade aguda pode ser feito
através da administracdo de uma quantidade do composto durante um periodo ndo superior a
24 horas, seguidos da observacdo dos animais por 14 dias ap6s administracdo (ANVISA,
2013; LIMA, 2009).

Figura 7 - Administracdo por via oral dos derivados aminoguanidinicos.

Fonte: GOMES, 2019.

Foram considerados neste trabalho os principios éticos relacionados a pesquisa
envolvendo animais, buscou-se reduzir ao maximo o nimero de animais para o experimento.
Neste estudo, foram selecionados os derivados aminoguanidinicos: LQM 103, LQM 130,

LQM 140 e LQM 141, por terem apresentado os melhores perfis antiglicante.
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45.1 Protocolo experimental de toxicidade in vivo

Os animais ficaram mantidos em gaiolas coletivas, com condi¢des controladas de
temperatura (22 £ 1 °C) e ciclo claro/escuro de 12 / 12 horas, com livre acesso a agua e a
alimento.

O monitoramento do consumo de agua e de racdo foi realizado atraves de medicGes
diarias, e foram feitos registros individuais nas fichas de consumo animal. O consumo da
racdo foi calculado considerando o peso da racéo fornecida juntamente com o peso das sobras
das racGes nos comedouros. Isto também foi feito no registro do consumo diério da agua,
onde foram utilizados bebedouros individuais volumetricamente graduados.

Antes da realizacdo do experimento, os animais ficaram no ambiente de trabalho por
pelo menos 30 minutos de antecedéncia a execucao do experimento.

A administracdo dos derivados aminoguanidinicos foi realizada via oral (v.0.) Unica,
apos a solubilizacdo em solugdo salina. Cada animal recebeu 1 mL da amostra na

concentracdo especifica de cada grupo.



4.5.2 Delineamento experimental

animais, sendo trés grupos para cada composto testado (Tabela 5):

56

Os animais foram divididos aleatoriamente em 16 grupos, cada grupo contendo 03

Tabela 5 - Grupos para o ensaio de toxicidade aguda com as respectivas concentraces dos

derivados aminoguanidinicos e nimero de animais.

GRUPO SUBSTANCIAS TRATAMENTO N° DE ANIMAIS
Gl Controle negativo Receberao apenas agua 3
G2 Derivado LQM 103 2 mg/kg de peso do animal 3
G3 Derivado LQM 103 10 mg/kg de peso do animal 3
G4 Derivado LQM 103 100 mg/kg de peso do animal 3
G5 Derivado LQM 130 2 mg/kg de peso do animal 3
G6 Derivado LQM 130 10 mg/kg de peso do animal 3
G7 Derivado LQM 130 100 mg/kg de peso do animal 3
G8 Derivado LQM 140 2 mg/kg de peso do animal 3
G9 Derivado LQM 140 10 mg/kg de peso do animal 3
G10 Derivado LQM 140 100 mg/kg de peso do animal 3
Gl1 Derivado LQM 141 2 mg/kg de peso do animal 3
G12 Derivado LQM 141 10 mg/kg de peso do animal 3
G13 Derivado LQM 141 100 mg/kg de peso do animal 3
Gl4 Aminoguanidina 2 mg/kg de peso do animal 3
G15 Aminoguanidina 10 mg/kg de peso do animal 3
G16 Aminoguanidina 100 mg/kg de peso do animal 3

TOTAL DE ANIMAIS 48

Fonte: GOMES, 2019.
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4.5.3 Observacéo dos sinais de toxicidade

Durante as primeiras 24 h, os animais ficaram em observacdo em tempos variados em
busca de sinais toxicos e de mortalidade ap6s a administracdo da dose: 15 minutos, 30
minutos, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h e a partir de entdo diariamente por 14 dias de observacdo (BRITO,
1994; CUNHA et al., 2009; MALONE; ROBICHAUD, 1962).

Observacdes comportamentais sistematicas foram realizadas para avaliar o screening
hipocratico no qual forneceu uma estimativa da toxicidade das substancias sobre o estado
consciente e disposicao geral, atividade e coordenagdo do sistema motor, reflexos e atividades
sobre o sistema nervoso central — SNC (tremores, convulsio e sedacdo) e sobre o sistema
nervoso autbnomo - SNA (lacrimejamento, salivacdo e respiracdo) (MALONE;
ROBICHAUD, 1983).

Parametros que foram avaliados: modificacbes na pele, pelos, olhos, mucosas,
alteracGes na atividade motora, contor¢fes abdominais, alteracGes respiratérias e circulatorias,
piloerecdo, postura (ataxia, perda de reflexos), ptose palpebral, morte e outros
comportamentos atipicos.

Os sinais de toxicidade no momento do seu aparecimento, a intensidade, a duracéo e a
progressdo dos mesmos foram anotados, e tabulados numa escala de 0 a 4 (ausente, raro,
pouco, moderado, intenso) e posteriormente analisados.

Os animais eram observados e pesados apenas uma vez por dia, diariamente, sempre
no mesmo horéario, sendo determinada a evolucdo ponderal dos animais (g). Ao final das
atividades experimentais, verificou-se a variacdo da massa corporal, através da formula:
Variacao de Peso (A) = Peso Final — Peso Inicial (BRASIL, 1996; ZAUPA et al., 2002).

No ultimo dia os animais foram anestesiados, eutanasiados e necropsiados, com
observacdo histologica do rim, figado, pancreas, além do hemograma e parametros

bioguimicos para avaliacao do perfil lipidico, proteico, hepatico e renal.
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4.6. Inducéo de Diabetes Experimental por Estreptozotocina

A glicemia de todos os animais foi mensurada logo que os animais chegaram do
BIOCEN-UFAL, para confirmar que estes se encontravam na condigdo normoglicémica.

Os animais foram previamente deixados em jejum de 12 horas com acesso livre a agua
potavel. Apds serem pesados, os animais foram anestesiados por inalagcdo com éter etilico e
posteriormente o diabetes foi induzido através da administracdo intravenosa (punc¢édo da veia
peniana) de estreptozotocina (STZ) (Cayman chemical company), (PM = 265,22), a uma dose
de 40 mg/kg de massa corporal, dissolvida em tampéo citrato de sdédio 10 mM e pH 4,5
(PATEL et al., 2011, SILVA, 2011). Os ratos dos grupos controle receberam volumes
equivalente de tampao citrato 10 mM e pH 4,5 (Figura 8).

Figura 8 - Controle do peso dos animais (A) e inalacao com éter etilico (B).

Fonte: GOMES, 2019.

Em virtude da semelhanca entre as moléculas de glicose e STZ e a sua competicéo
pelo transportador de glicose tipo 2 (GLUT2), os animais permaneceram em jejum 90
minutos apos a administragcdo da droga, evitando assim a internalizagdo da glicose ao invés da
droga diabetogénica (SZKULDESKI, 2001). No quinto dia apds a inducao, a confirmacdo do
diabetes foi realizada por meio da determinacdo da glicemia de jejum utilizando um
glicosimetro (Kit G-Tech), através de uma gota de sangue retirada da ponta da cauda do
animal. Foram considerados diabéticos somente os animais que apresentaram glicemia acima
ou igual a 250 mg/dL (LERCO et al., 2003).
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A maravalha de todas as caixas (diabéticos ou ndo diabéticos) foi trocada diariamente
com a finalidade de manutencéo das condi¢bes minimas de estresse, em especial em razdo dos
animais diabéticos aumentarem consideravelmente o volume urinario. Ainda, o0
acompanhamento do peso corporal, volume de &gua e racdo disponiveis, além do
monitoramento de sinais de estresse foram acompanhados diariamente em prol da manutencgao

do bem-estar animal.

4.6.1. Delineamento experimental

Foram utilizados diferentes grupos experimentais para estudar o efeito
hipoglicemiante dos derivados aminoguanidinicos. Os ratos foram aleatoriamente divididos
em 13 (treze) grupos com 5 (cinco) animais cada, totalizando 65 animais (Tabela 6) e

receberam 0s seguintes tratamentos por via oral:

Tabela 6 - Grupos para a inducdo de diabetes com as respectivas concentragdes dos derivados

aminoguanidinicos e nimero de animais.

GRUPO SUBSTANCIAS TRATAMENTO N° DE ANIMAIS
DIABETICOS

Gl Glimepirida 5
G2 Controle negativo diabético - CND Receberdo apenas agua 5
G3 Aminoguanidina 2 mg/kg de peso do animal 5
G4 Derivado LQM 103 2 mg/kg de peso do animal 5
G5 Derivado LQM 130 2 mg/kg de peso do animal 5
G6 Derivado LQM 140 2 mg/kg de peso do animal 5
G7 Derivado LQM 141 2 mg/kg de peso do animal 5

TOTAL DE ANIMAIS 35

NAO DIABETICOS

G08 Controle negativo normal - CNN Receberdo apenas agua 5
G09 Aminoguanidina 2 mg/kg de peso do animal 5
G10 Derivado LQM 103 2 mg/kg de peso do animal 5
Gl1 Derivado LQM 130 2 mg/kg de peso do animal 5
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G12 Derivado LQM 140 2 mg/kg de peso do animal 5
G13 Derivado LQM 141 2 mg/kg de peso do animal 5
TOTAL DE ANIMAIS 30

Fonte: GOMES, 2019.

4.6.2. Administracdo das substancias em estudo

Os derivados aminoguanidinicos foram solubilizados em solugdo salina e
administrados por gavagem durante 28 dias ap0ds a confirmacdo do diabetes. A quantidade de
substancias fornecida aos animais foi de 2 mg de substancia por quilograma de peso do
animal. O volume final administrado em cada animal foi de 1 mL. A administracdo foi
realizada por gavagem com o animal imobilizado, por meio de tracdo manual da pele da

regido dorsal e utilizando canula em aco inoxidavel.

4.6.3. AvaliacOes

Os animais foram monitorados quanto ao comportamento, variacdo de peso corporal,
consumo de racéo e agua.

Apos o periodo de 28 dias os animais foram submetidos a anestesia geral com injecao
intraperitoneal de Tiopental S6dico 60 mg/kg, posteriormente eutanasiados por exsanguinacao
com puncéo cardiaca para coleta de 4 a 5 mL de sangue para avaliar o perfil hematoldgico e
as funcdes hepaticas e renal, por meio de andlise bioquimica dos niveis séricos das enzimas
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, gama-glutamil transferases, analise de
ureia, fosfatase alcalina, creatinina, &cido Urico, proteina C reativa ultrassensivel, colesterol e
triglicerideos. Também foram avaliados os perfis de hemoglobina glicada. Os 6érgdos
relacionados a condicdo diabética: figado, rins e pancreas foram pesados e analisados quanto

as alteracdes histopatologicas. Os demais 6rgdos: coracdo, baco foram apenas pesado.
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4.6.3.1. Avaliacdo da ingestdo hidrica e alimentar e controle de massa corporal

A gquantidade de racdo consumida foi avaliada por meio do registro diario de ingestao
alimentar pelos animais (variacdo entre a oferta e as sobras da dieta deixadas nas gaiolas)
durante os 28 dias de ensaio, para obtengdo da ingesta nos diferentes grupos experimentais. O
volume de &gua consumido pelos diferentes grupos também foi registrado diariamente,
através da diferenca entre a oferta e a sobra de agua nas garrafas .

Durante todo periodo experimental, os animais foram submetidos, semanalmente, a
trés avaliagBes da massa corporea, de forma a minimizar a manipulacéo e estresse dos animais

e também realizar o controle das doses das substancias.

4.6.3.2. Glicemia

As dosagens de glicemia foram realizadas em glicosimetro G-Tech® com a utilizacéo
da tira-teste, com amostras de sangue obtidas por pun¢do da veia caudal dos animais (Figura
9). As amostras de sangue foram coletadas antes do inicio do tratamento (t=0) e entdo uma

VEeZ por semana.

Figura 9 - Coleta de sangue através da cauda do animal e leitura em glicosimetro.

Fonte: GOMES, 2019.
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4.7.  Eutanésia dos animais e coleta de sangue

No final do periodo experimental, ap6s jejum de 12 horas, todos os animais foram
pesados, anestesiados com Tiopental Sédico. Em seguida o sangue foi coletado por puncgédo
cardiaca e os animais foram submetidos a eutanasia por aprofundamento de anestesia.

O sangue foi distribuido em tubos de 4 mL contendo anticoagulante EDTA sédico a
10% para realizacdo dos parametros hematoldgicos e hemoglobina glicada, tubos sem
anticoagulante contendo gel separador e ativador de coagulo (Vacutube®), o qual possibilitou
uma amostra de soro com maior qualidade e facilidade de manuseio, para centrifugacdo do
soro e posterior realizacdo das analises bioquimicas. Para a obtencdo do soro, apds a
coagulacdo do sangue os tubos foram centrifugados durante 5 minutos a 3500 rpm (rotacGes

por minuto) e o sobrenadante (soro) foi coletado.

Foram analisados 0s seguintes parametros:

v Hematoldgicos: leucdcitos totais, hemécias, hemoglobina, hematdcrito, volume

corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo da
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e plaquetas (PLT) A contagem diferencial foi
realizada por meio de esfregaco de sangue corado por panotico rapido.

v Bioguimicos: aspartato aminotransferase (AST ou TGO), alanina aminotransferase
(ALT ou TGP), fosfatase alcalina (ALP), gama-glutamil transferase (GGT), creatinina, uréia,
colesterol total, triglicérideos e &cido Urico. Para as analises, foram utilizados kits comerciais
e seguidas as orientacdes recomendadas pelo fabricante. A atividade das aminotransferases
foram expressas em unidades internacionais por litro (UI/L) e as demais medidas expressas
em mg/dL.

Apos eutandsia de cada animal foram excisados os seguintes o6rgdos: figado, rins,
pancreas, coracdo e baco, que foram pesados em balanca analitica sendo o figado, rins e
pancreas separados em frascos identificados com solucdo de formaldeido 10% para analises
histopatoldgicas (Figura 10). Desta forma foi possivel calcular a média de peso dos 6rgéos
dos animais para cada grupo e avaliar com testes estatisticos a existéncia de possiveis

diferencas de resultados entre os diferentes grupos (LOPES, 2011).
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Figura 10 - Animais em jejum, necropsia e drgéos coletados.

IO i FEFEE

Fonte: GOMES, 2019.
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4.7.1. Anélises

> Hemograma
O sangue foi colhido por puncdo cardiaca em tubo contendo EDTA e foram feitas as
contagens das séries vermelha, branca e plaquetaria dos animais em aparelho Sysmex XE —

2100.

> Aspartato aminotransferase (AST ou TGO) e Alanina aminotransferase (ALT ou TGP)

A funcdo hepatica foi avaliada por meio das determinacfes dos niveis séricos de
transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e transaminase glutamico-piravica (TGP). Nestas,
como também, nas demais analises bioquimicas: &cido Urico, ureia, creatinina, GGT, fosfatase
alcalina, colesterol e triglicérideos foram utilizados kits, conforme especificacbes do
fabricante. Todas as medidas de atividade enzimatica foram visualizadas para a temperatura
37 °C com programacao no aparelho. Para a dosagem da glicemia capilar uma aliquota de
30uL de soro de cada animal foi inserida no centro da zona vermelha reativa da tira,
removendo anteriormente a banda protetora. Apds 15 segundos foi introduzida
horizontalmente a tira no aparelho e o aparecimento no visor confirma que a leitura do cédigo
magnético especifico do teste foi corretamente lida pelo aparelho. O tempo foi indicado em
segundos, até surgimento do resultado.

Niveis elevados de TGO e TGP podem indicar infarto do miocardio, doencas do
figado, distrofia muscular e lesdes nos érgdos. A atividade aumentada de TGP (ALT) é
bastante especifica para a doenca parenquimal do figado, enquanto que a TGO (AST) ndo é

uma enzima especifica do figado.
> Acido drico
A dosagem de acido Urico é usada para o diagndstico e monitorizacdo de varios

distdrbios renais e metabdlitos como a insuficiéncia renal, gota, leucemia, psoriase, situagdes

de jejum ou outras doengas com distdrbios nutricionais.
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> Ureia e Creatinina

A uréia € usadada para a avaliacdo da funcdo renal. A reacdo provoca a alteracdo
parcial da cor de um indicador tamponizado em verde/azul, sendo a sua intensidade
proporcional & concentragdo de uréia na amostra.

Creatinina é empregada para diagndstico e monitorizacdo de disturbios renais cronicos

e agudos e para monitorizar a dialise.

> Gama-glutamil transferase (GGT) e Fosfatase alacalina (ALP)

A GGT é utilizada para diagnostico e monitorizacdo de doencas do figado e do trato
biliar. A atividade elevada desta enzima é um dos indicadores mais sensivel da doenca
hepato-biliar.

J& a causa mais frequente do aumento total da atividade de Fosfatase Alcalina (ALP)

no soro é a doenca do figado e/ou trato biliar.

> Colesterol e Triglicerideos

A determinacdo do colesterol é utilizada para alertar sobre o risco aterogénico e no
diagnostico e tratamento de doencas com niveis de colesterol elevados e distdrbios do
metabolismo lipidico e das lipoproteinas. Triglicérideos sdo determinados para deteccédo
precoce do risco de aterosclerose, classificagdo da hiperlipoproteinemia e para a
monitorizagdo da dieta ou terapia farmacologica com o objetivo de diminuir os lipideos.

> Hemoglobina glicada (Hb1Ac)

A glicohemoglobina ou hemoglobina glicada é um marcador importante para o
monitoramento de pacientes diabéticos. Durante a vida circulatéria dos globulos vermelhos, a
Hb1Ac é formada continuamente pela ligacdo da glicose ao terminal valina da cadeia beta da
hemoglobina. Este processo reflete uma média da exposi¢cdo da hemoglobina a glicose por um
extenso periodo. A taxa de produgdo é dependente do nivel de glicose sanguinea e da vida
média das hemacias. Em relagdo & avaliagdo do percentual de hemoglobina glicada, €
importante destacar que tal mensuracdo e a de glicemia sdo complementares, revelando

aspectos diferentes, uma vez que a primeira reflete o controle glicémico nos altimos dois a
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trés meses, enquanto a segunda refere-se a glicemia unicamente do dia (SUMITA,
ANDRIOLO, 2008).

No final do tratamento, amostras de sangue foram obtidas para determinagdo da
porcentagem de hemoglobina glicada, avaliando os niveis glicémicos retroativos durante as
semanas de estudo.

Este método baseia-se na interacdo de antigeno e anticorpo para determinagéo direta
da HbAlc no sangue total. As determinacfes foram realizadas seguindo as recomendac6es do

fabricante.

> Avaliacdo Histopatoldgica

Quando ocorre a toxicidade em um 6rgéo, se tratando de animais de experimentacdo a
maior parte do diagnostico inicial depende do reconhecimento da mudanca na estrutura do
6rgdo, peso relativo e morfologia, o que pode ser avaliado por meio de analises
histopatologicas. Alternativamente, as evidéncias de exames de histopatologia pode ser
correlacionados com dosagens hormonais em estudos onde existem efeitos marcados no 6rgéao
alvo e horménios relevantes. Normalmente, uma alteragcdo dos resultados dos testes séo
apoiados por outras provas, recolhidas principalmente pela histopatologia e tais observacoes
permitem a confirmacdo sobre se um efeito é devido a toxicologia, farmacologia, ou é uma
variacao biologica (EVANS, 2008 cap. 11).

Foram avaliadas possiveis alteracdes histologicas de 6rgdos que sdo afetados pela
condicdo diabética (figado, rins e pancreas). A avaliagdo histologica dos pancreas objetivou a
analise da morfologia das ilhotas de Langerhans.

Os orgdos foram limpos e armazenados em solucdo de formol tamponada neutra a
10% (Figura 11). As pegas foram entdo desidratadas com gradiente crescente de etanol e
embebidas em parafina. Apds a desparafinizacdo e hidratacdo das laminas, estas foram

coradas com hematoxilina de Harris e eosina para o exame histopatologico.
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Figura 11 - Remocao dos 6rgédos e analise histopatoldgica dos 6rgéos.

Fonte: GOMES, 2019.

4.8. Analise Estatistica

Os resultados foram descritos de forma quantitativa e analisados estatisticamente pelo
teste One way ANOVA ndo paramétrico (Kruskal-Wallis) com pés teste de Dunnett . A
analise estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad Prisma 5.0 ® software,
utilizando-se como nivel de significancia, p<0.05, p<0.01 e p<0.001. As médias e valores de
erro padrdo foram determinados para todos os parametros estudados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo do potencial antiglicacéo utilizando sistema albumina sérica bovina
(BSA)/glicose

Neste estudo foi utilizado o modelo albumina bovina sérica (BSA) - como a proteina
modelo e a glicose - como o agente glicador. O sistema BSA de acgucares redutores é um
modelo amplamente utilizado em estudos de glicacdo ndo enzimaticos. Ja quea a lbumina é a
proteina mais abundante do plasma humano e representa 80% do total das proteinas glicadas
na circulagdo sanguinea (MENDES, 2019). As proteinas podem ser modificadas quando
expostas a acUcares redutores pelo processo de glicacdo espontanea.

O potencial antiglicante dos derivados aminoguanidinicos estudados foram agrupados
em 4 categorias, mediante os percentuais de inibicdo encontrados. Neste estudo foram
utilizados como padrdes positivos: a aminoguanidina e a quercetina, ambos inibiram
respectivamente, 91% e 89% dos AGEs, corroborando com o estudos de Spera (2014) que
encontou um percentual de inibicdo para a aminoguanidina de 81% e Sarmento (2016) com
82% de inibicdo para a quercetina, utilizando as mesmas condigdes deste experimento.
Estudos relatam que para ser considerado um anti-AGE a substancia devera apresentar 50%
de inibicdo (BRASIL, 2012; JHAUMEER-LAULLOO et al., 2012; ZHANG et al., 2015).

Dos 22 derivados aminoguanidinicos, 18 deles apresentaram percentual de inibicao
acima de 50%. Vale ressaltar que os resultados séo referentes as leituras seriadas nas 24h,
48h, 72h, 96 horas, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 dias do experimento.

No grupo 1 foram alocados os derivados LQM 135, LOM 136 e LQM 138, que
apresentaram respectivamente, 28%; 33%; 26% de inbicdo dos AGEs durante os 56 dias de
incubacdo. Quando comparados com os padrdes aminoguanidina e a quercetina e com 0S
pardmetros j& estabelecidos na literatura, foram classificados como substancias que ndo
apresentam perfis antiglicantes, ou seja, percentual de inibicdo inferior a 50% (Figura 12).
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Figura 12 - Percentual de Inibicdo da Formacdo de AGEs a partir da jungdo de Glicose -BSA
com os derivados aminoguanidinicos e os controles aminoguadina e quercetina. Substancias que
ndo apresentaram atividade antiglicante na concentracdo de 10 mM durante o periodo de leitura
de 56 dias.
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&8 LOM 135
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I LQM 138
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% Inibicdo da formacdo de AGEs

Leitura durante os 56 dias de incubacéo

Os valores em cada coluna representam a média em triplicata. ANOVA, seguida pelo teste de Dunnett,

utilizado com pés-teste. Valores significativos considerando: ™ “p< 0,05 vs aminoguanidina.

Fonte: GOMES, 2019.

Na figura 13, estdo agrupadas as substancias pertencentes ao grupo 2 — estas foram
alocadas neste grupo, devido as substancias terem apresentado percentuais de inibicdo entre
50 a 69%, sendo entdo, consideradas possiveis antiglicantes, dentre elas: LQM 96 (66%);
LQM 97 (58%); LQM 99 (51%); LQM 100 (55%); LQM 104 (52%); LQM 106 (69%); LQM
132 (69%); LQM 134 (53%). Como podem ser observadas no grafico as substancias LQM 96,
LQM 106 e LQM 132 ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparadas com a
aminoguanidina e quercetina. Portanto, ndo apresenta diferenca significativa em relacdo aos
controles, permite dizer que essas substancias demonstraram atividade semelhante ao padréo.

A substituicdo do dtomo de flGor na posi¢ao 4 do composto LQM 97, por um pseudo
atomo CF3, composto LQM 106, conduziu a uma melhoria na atividade, fato este que pode

devido o substituinte ser mais eletronegativo que o composto LQM 97.
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Figura 13 - Percentual de Inibicdo da Formacdo de AGEs a partir da jungdo de Glicose —-BSA
com os derivados aminoguanidinicos e os controles aminoguadina e quercetina. Resultados com
valores inferiores a 70% de Inibicao na concentracao de 10 mM durante o periodo de leitura de
56 dias.
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Leitura durante os 56 dias de incubacéo

Os valores em cada coluna representam a média em triplicata. ANOVA, seguida pelo teste de Dunnett,
utilizado com pos-teste. Valores significativos considerando: ““p< 0,05, “p< 0,001 vs

aminoguanidina.

Fonte: GOMES, 2019.

O grupo 3 esta representado na figura 14 expressa 0S compostos que apresentaram
percentuais de inibicdo acima de 70% da formacdo dos AGEs, fazem parte deste grupo: LQM
55 (73%); LQM 95 (77%); LQM 98 (75%); LQM 102 (84%); LQM 103 (95%); LQM 130
(94%); LQM, 137 (80%); LQM 139 (85%); LQM 140 (98%); LQM 141 (99%).

Dos 22 (vinte e dois) derivados deste estudo, 10 (dez) apresentaram os melhores perfis
antiglicante, considerando o percentual de inibi¢do acima de 70%. Com base nos resultados,
nota-se que algumas substancias apresentaram percentuais de inbicdo maiores do que a
aminoguanidina, um antiglicante descrito na literatura (SLIMAN et al., 2010), demonstrando
a capacidade destas moléculas em inibir a formagdo dos AGEs. Vale ressaltar que foi a partir
desta susbtancia que foram sintetizados os derivados aminoguanidinicos deste estudo.

Como também, quando comparado com o outro padrdo avaliado neste estudo, a

quercetina. Ramkissoon et al., (2013), relataram que 0S compostos que apresentam
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propriedades redox agem como um antioxidantes e sdo capazes de atuarem inibindo a

formacédo de AGEs no organismo.

Figura 14 - Percentual de Inibicdo da Formacdo de AGEs a partir da jungdo de Glicose -BSA
com os derivados aminoguanidinicos e os controles aminoguadina e quercetina. Resultados com
valores superiores a 70% de Inibicdo na concentracdo de 10 mM durante o periodo de leitura de
56 dias.
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Os valores em cada coluna representam a média em triplicata. ANOVA, seguida pelo teste de

Newman-keuls, utilizado com pds-teste. Valores significativos considerando: p<0.05 vs quercetina.

Fonte: GOMES, 2019.

A presencga de susbtituintes doadores de elétrons na posi¢cdo 4, como no composto
LQM 95, que possuem uma metoxila na posicdo 4 (p- OCHjs), resultou no aumento da
atividade quando comparada com o LQM 15 (55%), molécula ndo substituida do estudo de
Sarmento (2016). Ja quando a metoxila é inserida na posicdo 3 (m- OCHj) houve uma
diminuicdo da atividade, quando comparada apenas as posi¢des deste grupamento, ou seja,
entre os compostos LQM 95 e 96.

A introducdo de halogénios, em especial o &tomo de cloro é bem tolerada, ja que
dentre os analogos clorados, o composto LQM 98 (orto-Cl, 75%), apresentou uma melhor
inibicdo, quando comparado com seu correspondente ndo substituido, LQM 15 (55%). Ja

quando se adiciona outro atomo de cloro na posi¢do para (p), (0, p) gerando o LQM 99
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(51%), observou-se uma reducdo do percentual de inibicdo, quando comparado ao seu
correspondente, LQM 98 (75%). E quando este foi introduzido na posicdo meta (m), (o, m)
LQM 55 apresentou equivaléncia da atividade. Quando o atomo de cloro foi introduzido
apenas nas posi¢des m, m ,composto LQM 100, houve uma reducdo da atividade antiglicante,
quando comparado ao composto LQM 55, apresentando 55% de inibicé&o.

A introducéo do anel fenila juntamente com o uso de espagadores (2CH,) na molécula,
como apresentado no composto LQM 131, houve uma anulacdo da atividade antiglicante,
quando comparado com o LQM 15. Ja introducdo de uma dupla ligacdo neste espacador
(HC=CH) aumentou consideravelmente, conforme observado no composto LQM 130.

A substituicdo do anel fenila por um anel heteroaromatico, como o tiofeno presente no
composto LQM 139, houve uma melhoria significativa na atividade quando comparada ao
LQM 15 do estudo de Sarmento (2016). Da mesma forma, se este substituinte ndo for
heterociclico e nem aromatico, como no LQM 137, observa-se atividade semelhante ao LQM
139. Ja quando esta substituicdo for por um homologo superior do ciclopentano, como por
exemplo, o ciclohexano, proposto no LQM 132, nota-se uma reducdo na atividade
antiglicante, e isto pode estar relacionado com a rigidez do composto 137 (BARREIRO,
FRAGA, 2015).

Sarmento (2016) ao estudar o potencial antiglicante de outra série de 20 compostos
derivados aminoguanidinicos sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa, 13 deles
apresentaram resultados satisfatorios, ou seja, conseguiram inibir mais que 50% da formacéo
de AGEs, empregando as condicGes desenvolvida nesta pesquisa. Isso corrobora com os
resultados encontrados nesta pesquisa e reafirmando a importancia da aminoguanidina como
um agente promissor na prevencdo da formagdo de AGEs (SLIMAN et al, 2010).

Como se pode observar na figura 15, os derivados aminoguanidinicos apresentaram
percentuais de inibicdo maiores que os controles utilizados neste estudo: aminoguanidina e
quercetina, demonstrando serem esses 0s melhores preditores da atividade antiglicante, para
os derivados aminoguanidinicos analisados.

O composto LQM 103, mostrou-se bastante potente quando comparado com 0s
analogos LQM 102 e 104, isto pode ser justificado através da posi¢cdo do &tomo de nitrogénio
(N) no anel, pois quanto mais distante ele estiver da aminoguanidina melhor foi a atividade.

A adicdo do 4tomo de cloro na posigdo orto em relagdo a aminoguanidina, cuja sintese
deu origem ao composto LQM 141 apresentou uma atividade de inibicdo de

aproximadamente 100%. Em adicdo, é possivel observar que a piridina com 3-Cl sdo de
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grande relevancia na atividade antiglicante, devido as interacGes intermoleculares da molécula

deixando o sistema mais coplanar.

Figura 15 - Percentual de Inibicdo da Formacdo de AGEs a partir da jungdo de Glicose —-BSA
com os derivados aminoguanidinicos e os controles aminoguanidina e quercetina. Substancias
gque apresentaram os melhores resultados na concentracdo de 10 mM durante o periodo de

leitura de 56 dias.
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Os valores em cada coluna representam a média em triplicata. ANOVA, seguida pelo teste de

Newman-keuls, utilizado com p6s-teste. Valores significativos considerando: p<0.05 vs quercetina.

Fonte: GOMES, 2019.

A partir das informacgdes da relacdo estrutura atividade (REA) sugeridas acima, a
figura 16 sumariza todas as modificagdes esturturais importantes para a classe de moléculas e

suas influéncias sobre a atividade antiglicante.
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Figura 16 - Modificacbes esturturais importantes nos derivados aminoguanidinicos e suas

influéncias sobre a atividade antiglicante.

Quando N, aumenta
a atividade.

Introdugdo de Cl favorece
a atividade

Quando substituido por Cl,
nao altera a atividade.

Fonte: GOMES, 2019.

Estudos vém demonstrando que existem uma variedade de substancias com
propriedades Anti - AGEs. Estas podem contribuir para a inibi¢do da formac&o dos produtos
de glicacdo avancada e com isso contribuir na reducdo da progressdo das complicacOes
provenientes do Diabetes mellitus.

Com os resultados da capacidade de inibicdo da formagéo dos produtos de glicacéo
avancada dos 22 derivados aminoguanidinicos estudados, foram selecionados os compostos
gue apresentaram resultados mais promissores 0s quais estdo alocados no grupo 3 (Figura 14)
para 0 ensaio de citotoxicidade celular realizada no ensaio do MTT. Assim como, foram
escolhidos neste grupo, os 4 compostos que apresentaram maiores percentuais de inibicao
para 0 ensaio in vivo, tanto do ensaio de toxicidade aguda, como também o ensaio de
atividade antidiabética, dentre eles: LQM 103; LQM 130; LQM 140 e LQM 141 (Figura 15).
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5.2. Avaliagdo da viabilidade celular pela técnica do MTT

No ensaio de citotoxicidade é possivel detectar a interferéncia de uma substancia com
diferentes estruturas e/ou mecanismos celulares tais como: a integridade da membrana, o
citoesqueleto, o metabolismo, a sintese e/ou degradacdo, a liberacdo de constituintes ou
produtos celulares, a regulacdo i6nica ou a divisdo celular (REPETTO, 2002).

A aplicabilidade de qualquer substancia natural ou sintética sobre sistemas celulares
vivos requer avaliagdes quanto aos possiveis danos em nivel celular e gendmico (INAGAKI
etal., 2007; ZHU et al., 2007).

Na avaliacdo toxicologica de novas moléculas, os modelos in vitro tém certas
vantagens intrinsecas, dado que se evitam as interferéncias das respostas do organismo, sao
versateis, economizando tempo e dinheiro, podem ser automatizados e requerem quantidade
muito pequena do composto a ser investigado (GAMEZ; MAS, 2007). Os estudos
toxicoldgicos in vitro sdo amplamente utilizados e empregam um conjunto importante de
métodos (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006); entre eles se destacam a avaliacdo da atividade
citotoxica de substancias através do ensaio de captacdo do vermelho neutro e o ensaio de
reducdo de MTT que estdo dentro dos meétodos aos quais se pode utilizar para avaliar a
toxidez e quantificar a viabilidade celular ap6s exposicdo a substancias tdxicas. Existem
muitos alvos celulares para o dano e, geralmente, estes mecanismos convergem e produzem
uma resposta celular comum. A morte celular seguird mecanismos similares
independentemente de que a causa do dano seja de natureza quimica, fisica ou bioldgica.

Neste estudo, foi avaliada a citotoxicidade dos derivados aminoguanidinicos mais
promissores no processo de inibicdo da formacdo de AGEs, tais como: LQM 55; LQM 95;
LQM 98; LQM 102; LQM 103; LQM 130; LQM, 137; LQM 139; LQM 140; LQM 141 em
cultura de células utilizando a reducdo de MTT (sais tetrazOlio) como parametro de
viabilidade celular. Foram utilizados macréfagos linhagem J774. Al, na concentracdo del0

UM, conforme ilustrado na tabela 7.
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Tabela 7 - Efeito dos derivados aminoguanidinicos sobre a viabilidade celular em 10 pM.

LQM Citotoxicidade MTT 24 horas (10 pM)
55 NT
95 NT
98 45,9+0,98***
102 NT
103 NT
106 NT
130 NT
132 NT
137 NT
139 NT
140 NT
141 NT

Citotoxicidade - média da citotoxicidade méxima + erro padrdo da média da citoxicidade na
concentragdo de 10 uM em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de citotoxicidade
foram considerados significativos quando ***p <0,001 em relacdo ao grupo DMSO 0,1%. NT:
substancia ndo apresentou atividade letal significativa para macrofagos da linhagem J774.A1 na

concentragdo de 10 uM em relagdo ao grupo DMSO.

Fonte: GOMES, 2019.

Neste ensaio foi utilizado a escala de citotoxicidade proposto por Sletten e Dahl, que
classifica segundo os niveis de viabilidade celular em porcentagens da seguinte forma: néo
citotoxico quando igual ou maior que 90% da viabilidade celular; levemente citotoxico de 80
a 89%; moderadamente citotoxico 50 a 79% e severamente citotdxico menor que 50%
(OLIVEIRA, 2009).

Os dados demonstraram que dos 12 (doze) derivados aminoguanidinicos testados,
apenas o composto LQM 98 apresentou citoxicidade, ou seja, os demais compostos nédo
apresentaram reducdo na viabilidade celular e sem efeitos toxicos na concentragdo testada.
Corroborando com o estudo desenvolvido por Sarmento (2016), que ao estudar derivados
aminoguanidinicos 17 dos 19 compostos testados ndo apresentaram citotoxicidade na

concentracédo de 10 uM.
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Devido a ndo citotoxidade frente aos macrofagos da linhagem J744.A1 nas
concentracdo estudada, é possivel dar sequéncia nos ensaios in vivo com 0s compostos que
apresentaram maiores percentuais de inibicdo na formacdo dos produtos finais de glicacdo
avancada.

A partir do resultado do teste de viabilidade celular pelo método do MTT, utilizando
macrégafos da linhagem J774. Al, foram selecionados 4 (quatro) substdncias que
apresentaram os melhores perfis antiglicantes e que nao foram tdxicas frente aos macrofagos e
foi feito um novo ensaio de viabilidade celular frente a fibroblastos 3T3, dentre eles: LQM
103, LQM 130, LQM 140 e LQM141. Os fibroblastos desempenham um papel fundamental
na producdo de colageno, que é uma proteina de importancia estrutural na formagdo da matriz
extracelular e abundante no corpo humano e no reino animal. Portanto, os fibroblastos séo as
células responsaveis pela formacdo da matriz extracelular (CAMPOS, 2007). A escolha pelos
fibroblastos 3T3 se apoiou na perspectiva de realizar posteriormente ensaios com atividade
cicatrizante.

Conforme apresentado na figura 17, o tratamento com LQMs a 10 uM ndo teve efeito
sobre a viabilidade celular dos fibroblastos. Por outro lado, a incubacdo com o LQM 130 e 0
LQOM 140 a 100 uM induziu decréscimo de 22,5% e 12,1% (P <0,05), respectivamente, na

percentagem de células viaveis em comparagdo com o grupo controle.

Figura 17 - Efeito do LQM 103, LQM 130, LQM 140, LQM 141 na viabilidade dos fibroblastos
3T3.
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As barras representam a média + SEM. A linha tracejada representa o grupo controle (tratado com
DMEM). Os dados foram expressos como% viaveis células em comparagdo com o grupo controle.
One-way ANOVA seguido pelo Newman-Keuls pés-teste, * p <0,05 (controle vs. tratamento). Fonte:
GOMES, 2019.
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Os testes de viabilidade celular com os LQMs foram realizados com fibroblastos 3T3,
devido ao fato de que os fibroblastos sdo a maior fonte de proteinas na matriz extracelular e
responsaveis pela producéo de colageno, favorecendo a cicatrizacdo por meio do processo de
neoangiogénese. Nestes testes foi observado que, na concentracdo de 10 UM as substancias
testadas apresentaram-se atoxicas, isto é, a viabilidade celular foi maior que 90%, enquanto na
concentra¢do de 100 uM o composto LQM 130 foi considerado moderadamente citotoxico
com percentagem entre 50 a 79% de viabilidade (OLIVEIRA, 2009).

De acordo com Williams (2008), a complexidade do equilibrio entre a resposta imune
e as funcdes regenerativas do organismo impde dificuldades no estabelecimento dos limites
da biocompatibilidade de um material. Portanto, tem sido usada um amplo ensaios in vitro,
com o objetivo de auxiliar em pesquisa da biocompatibilidade. Esses testes ndo determinam,
isoladamente, a biocompatibilidade de um material; entretanto, constitui importante etapa no

seguimento para testes em animais e finalmente no uso clinico.
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5.3. Avaliagdo da toxicidade aguda in vivo em dose Unica

5.3.1. AlteragGes comportamentais

O estudo de toxicidade aguda é utilizado para avaliar a toxicidade desencadeada por
uma substancia quando esta é administrada em uma ou mais doses durante um periodo ndo
superior a 24 horas, seguido de observacdo dos animais por 14 dias apds a administracdo. Este
ensaio pode contribuir para o estabelecimento de um regime de doses para as pesquisas com
doses repetidas, além de fornecer informagdes iniciais sobre 0 modo de a¢do da substancia em
estudo (ANVISA, 2010; BRITO, 1994; KLAASSEN; WATKINS, 2012). Estes ensaios
demonstram que toda substancia € um agente toxico em potencial, dependendo apenas das
condigdes de exposicdo como: dose, tempo, frequéncia e via de administracdo
(VALADARES, 2006; ZATTA et al., 2009; PIRES JUNIOR et al., 2012).

Neste estudo utilizamos ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar como animais
de experimentacdo, por apresentarem inimeras vantagens em relagdo aos outros animais de
maior porte: facil manuseio (alimentagdo, higiene, acomodacdo); possibilidade de trabalhar
simultaneamente com varios grupos experimentais sem a ocupacdo de grandes espacos;
facilidade para remogdo dos diversos 6rgaos (LERCO et al., 2003).

Linhagens de animais de experimentacdo, quando padronizadas, atuam como
ferramentas capazes de simular as complexas intera¢des de 0rgaos e sistemas, possibilitando a
compreenséo in vivo dos eventos relacionados ao desenvolvimento da doenga (MELO, 2012).

As doses adequadas das substancias para ser utilizada em um bioensaio séo escolhidas
apos a realizacdo de testes de toxicidade aguda, nos quais sdo observados sinais clinicos de
toxicidade, dor, comportamento e ocorréncia de morte (OECD, 2002).

Neste trabalho realizou-se o teste de toxicidade aguda com os derivados
aminoguanidinicos LQM 103, LQM 130, LQM 140 e LQM 141 e os respectivos controles,
nas concentracdes de 2 mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg. Nos primeiros 30 minutos apés a
ingestdo do derivado LQM 130, na concentracdo de 100 mg/kg, os animais apresentaram
letargia, dificuldade respiratoria e tremores. Nas demais concentragdes desta substancia e nem
nas demais substancias com suas respectivas concentragdes testadas, ndo houve registro de
mortes ou quaisquer variacdes na aparéncia geral ou sinais de toxicidade quando comparados

ao grupo controle normal.



81

Os animais foram acompanhados quanto a sua massa corporal, ingestdo e alimento e
de &gua, uma vez que esses dados podem ser utilizados como indicadores de toxicidade. A
ingestdo de racdo, agua e a producdo de excreta variaram entre 0S grupos durante o
experimento, entretanto, isso ndo atingiu a salde e o estado geral dos animais, onde 0s
mesmos se apresentaram sempre ativos e responsivos aos estimulos (dados ndo mostrados).

Em relacdo a evolugdo corporal, observou-se uma equivaléncia entre 0s grupos nos
trés tratamentos, ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas quando
comparados ao grupo controle normal. Foi observado que em todos os grupos houve um
aumento da massa corporal dos animais, ndo sendo observada alteragdo comportamental
indicativa de toxicidade, exceto para o LQM 130 — 100 mg/kg (Tabela 8).

De acordo com Vital et al. (2009), estes fatores indicam a auséncia de toxicidade pelo
uso da substancia testada, uma vez que nao foram registrados sinais de toxicidade geral, como
a perda de peso e 6bitos durante todo o periodo experimental, sugerindo o ndo envolvimento
do SNC e SNA.

Tabela 8 - Efeito da administracao dos derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles
por via oral sobre o desenvolvimento ponderal (g) de ratos Wistar (n=3) tratados com dose

Unica.

GRUPO PESO PESOFINAL A
INICIAL

CONTROLE 236,0 £3,1 2805+29 445
LQM 103 2 mg/kg 205,7 1,6 2350+16 293
LQM 103 10 mg/kg 2157 +12 2420+06 263
LQM 103 100 mg/kg 2493 +55 3093+98 60,0
LQM 130 2 mg/kg 233,0+0,38 272741 397
LQM 130 10 mg/kg 251,7+4,1  277,7+145 26,0
LQM 130 100 mg/kg 212,7+35  1833+188 294
LQM 140 2 mg/kg 254,0 £ 4,9 3003+70 463
LQM 140 10 mg/kg 241,0 1,9 277+ 16 33,0
LQM 140 100 mg/kg 2267+12,1  267,3+12,0 40,6
LQM 141 2 mg/kg 227,0 £3,6 2707+78 437
LQM 141 10 mg/kg 219,0 £3,6 2803+38 61,3
LQM 141 100 mg/kg 211,3+9,2  2487+112 374
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AMINOGUANIDINA 2 mg/kg 219,747 237,0+5,2 17,3
AMINOGUANIDINA 10 mg/kg 205,0 £5,7 282,7+8,2 71,7
AMINOGUANIDINA 100 mg/kg 209,7+7,6 286,7 +12,2 77,0

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Ndo houve diferenca entre si
utilizando ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet, utilizado com pds-teste considerando p<0.05. A =

variacdo de peso.

Fonte: GOMES, 2019.

A alteracéo do peso corporal € um parametro utilizado nos ensaios toxicolégicos como
um indicador dos efeitos adversos de drogas e substancias quimicas (GONZALEZ; SILVA,
2006; PIRES-JUNIOR et al., 2012; RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002), sendo importante
gue o0s animais sobreviventes ndo percam mais do que 10% do seu peso corporal inicial
(KLAASSEN; WATKINS, 2012). A auséncia de alteracbes nos parametros fisioldgicos
avaliados enfatiza a baixa toxicidade das substancias testadas.

5.3.2. Avaliacdo do perfil glicémico, parametros bioguimicos e hematolégicos.

O sangue € um indicativo do estado fisiolégico e patolégico dos seres vivos
(ODUOLA et al., 2007), sendo que seus valores podem ser alterados pela ingestdo de
substancias toxicas, quer seja de origem natural ou sintética (VAZQUEZ; GUERRERO,
2007). A anédlise dos parametros sanguineos € importante para mensurar 0S danos
apresentados ao organismo pela utilizacdo da substancia. As mudancas nestes parametros
demostram alto valor preditivo para a toxicidade humana, quando os dados séo convertidos a
partir de estudos com animais (JESUS et al., 2012).

O hemograma é um importante aliado dos estudos de toxicidade, uma vez que o
sistema hematopoiético & muito sensivel as atividades de agentes toxicos, principalmente
aqueles com potencial mutagénico ou citotdxico, resultando em alteragcdes qualitativas ou
quantitativas, transitérias ou permanentes e que podem limitar a utilizacdo de farmacos e
medicamentos; alteracbes hematologicas podem refletir, também, na atividade imunoldgica
(LIMA et al., 2002).

E um exame laboratorial complementar que permite analisar de forma quantitativa e

qualitativa os elementos figurados do sangue, se divide em: eritrograma (série vermelha),



83

leucograma (série branca) e série palquetaria. No eritrograma € executado a contagem de
eritrocitos (RBC), dosagem de hemoglobina (HGB), determinacdo do hematdécrito (HCT), o
volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média (HCM), a concentracédo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e o coeficiente de variacdo da distribuicdo das
hemécias (RDW), ou seja, um indicativo do grau de anisocitose das heméacias expresso em
percentagem (GROTO, 2008).

Baixas concentracGes de hemoglobina, heméacias e hematdcrito podem indicar anemia,
hemorragia recente ou retencdo de liquido, causando hemodiluicdo (GUYTON; HALL, 2008;
OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Ja uma contagem diminuida de plaquetas (trombocitopenia) pode resultar de uma série
de situacBes patoldgicas, como a destruicdo aumentada dessas células, devido ao uso de certas
drogas, a desordens imunes, a coagulacdo vascular disseminada e até lesdes mecanicas
(DOGAN; TURKOGLU, 2008).

A diferencial de leucocitos é usada para avaliar a distribuicdo e a morfologia dos
glébulos brancos, fornecendo informacgdes mais especificas sobre o sistema imune do que a
contagem de leucdcitos isoladamente (FAILACE, 2009).

De maneira geral a série vermelha avalia a presenca de doencgas dos globulos
vermelhos, como a anemia, a série branca avalia processos alérgicos e infecciosos, agudos ou
cronicos e a série plaquetaria avalia o sistema de coagulacdo priméario (THEML et al. 2001).

De acordo com a Tabela 9, alguns grupos tratados com os derivados
aminoguanidinicos apresentaram diferenca estatistica significativa em alguns parametros
quando comparados com o controle normal, apesar de estar dentro dos valores de referéncia
(DANTAS et al. 2011). As anemias podem ser detectadas na observacao de valores inferiores
aos normais do numero de hemécias do sangue circulante e/ou do seu conteudo de
hemoglobina.

A contagem de plaquetas para a maioria dos grupos tratados nas trés concentracfes
testadas com os derivados aminoguanidinicos ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa com o controle normal, exceto para os grupos LQM 103 (10 mg/kg), LQM 130
(100 mg/kg) e LQM 140 (100 mg/kg) que apresentaram uma trombocitopenia.

No leucograma diferencas estatisticas significativas foram observadas somente no
grupo tratado com o LQM 103 nas concentragdes de 2 mg/kg e 10 mg/kg com o controle
normal, observou-se uma reducdo no numero de leucocitos (leucopenia).

O estudo dos leucdcitos € baseado em: contagem, caracteristicas morfologicas,

proporcdes relativas, maturacdo e modificagdes na inflamagdo. A leucocitose € resultante na
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maioria dos casos, do aumento do nimero de neutréfilos (neutrofilia), o que ndo aconteceu no
nosso estudo. As principais causas de leucocitose sdo: infeccdo/inflamacédo, traumatismo e
leucemia/linfoma.

Segundo Caniceiro et al. (2007), a hematotoxicidade pode ser definida como o estudo
dos efeitos adversos sobre o0 sangue e a medula 6ssea provocados por xenobi6ticos, podendo
ser causada por lesdo direta aos componentes do sangue ou como consequéncia secundaria
devido les6es em outros tecidos.

Os valores hematoldgicos apresentados nos diferentes grupos de tratamento e
concentragcBes com os derivados aminoguanidinicos foram observados poucas alteracdes,
apesar da diferenca estatistica significativa em alguns grupos. E que estas alteracdes por sua
vez, ndo comprometeram a saude dos animais, com isso ndo foi identificado toxicidade dos

derivados aminoguanidinicos estudados.
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Tabela 9 - Efeito da administracdo dos derivados aminoguanidinicos por via oral tratados com dose Unica sobre os parametros hematoldgicos de

ratos Wistar (n=3) a) série vermelha e b) plaquetas e série branca.

A) SERIE VERMELHA

SERIE VERMELHA

GRUPOS HEMACIAS HEMOGLOBINA HEMATOCRITO VCM HCM CHCM RDW
(x10°/mm?)  (g/dL) (%) (1) (p9) (g/dL) (%)
CONTROLE 8,7 +0,04 15,4 +0,07 53 +0,04 604+03 176%0,1 29,0 +0,1 14,7+0,3
LQM 103 - 2 mg/kg 9,0+0,1 16,6 +0,2" 59+0,4 655+05 184+0,08 281+020 13,3+0,08"
LQM 103 — 10 mg/kg 79+02" 145+0,3 51+15 629+83 184+79 29,3+0,2 12,3+0,2""
LQM 103 - 100 mg/kg 8,6+0,1 14,6 £0,3 53+0,5 614+04 1774006 289402 14 +0,2
LQM 130 - 2 mg/kg 8,5+ 0,01 15,2 £0,15 52+0,8 614+09 179+0,2 29,2 +0,2 13,8+0,1
LQM 130 — 10mg/kg 8,8+0,2 16,8+0,4" 58+1,2" 618+06 17,8+0,03 288+0,2 14,7 +0,3
LQM 130 — 100 mg/kg 9,2+0,29 14,6 +0,2 57+1,8 62,0+0,45 16,1+0,5 260+0,8" 135+04"
LQM 140 - 2 mg/kg 8,8 + 0,05 154 +0,13 54 +0,18 61,3+0,16 175+0,13 285+0,2 14,2 +0,03
LQM 140 — 10 mg/kg 9,0 +£0,02 15,8 £0,10 56 + 0,36 61,3+0,27 17,4+0,08 284+0,04 14240,03
LQM 140 - 100 mg/kg 8,7+0,15 15,5 +0,3 54+0,9 61,6 0,36 17,7+0,07 288+0,11  145%0,05
LQM 141 - 2 mg/kg 8,2+0,030 15+0,06 53+0,8 62,2+0,15 182+003 293+0,1 13,2+0,28"
LQM 141 - 10 mg/kg 8,4 +0,03 153 +0,16 53+0,3 62,8+0,25 1820,2 289+0,14  13,6+0,03
LQM 141 - 100 mg/kg 8,3+0,1 15,3 +0,09 52+0,6 62,8+0,2 185%0,1 295+0,18 138+04
AMINOGUANIDINA — 2 mg/kg 8,8+0,1 16,4 £0,14" 56 + 0,65 64+0,1 186+0,09 291+0,08 125+0,13"
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AMINOGUANIDINA - 10 mg/kg 9,2 +0,13 16,9+0,2" 58+0,8" 62,8+05 185+0,1 293+£0,16  12,7+0,3"
AMINOGUANIDINA - 100 mg/kg  9,3+0,2° 175+0,3" 50+0,1 629+05 188+0,2 299+0,04 1340117

Os dados representam a média * erro padrdo da média (n=3/grupo). Nao houve diferenga entre si utilizando ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet, utilizado

com pds-teste considerando p<0.05.

B) PLAQUETAS E SERIE BRANCA
SERIE BRANCA

WBC Bastdo Segmentados Linfdcitos Mondcitos Eosinofilos Basofilos
GRUPOS PLAQUETAs  (XI107MmY) o) (%) %) %) %) %)
CONTROLE 799 + 88 7,6 +0,85 - 15+22 82+18 3+04 - -
LQM 103 - 2 mg/kg 739+12,7 42+027° 1+0,18 19+0,48 78 0,48 2+0,18 - -
LQM 103 - 10 mg/kg 520 +58,8" 4,7+0,95 - 24 +1,11 72+1,26 3+0,18 1+0,18 -
LQM 103 - 100 mg/kg 743 £20,5 6,2 +0,45 - 19 +1,62 78 1,49 2+0,31 1+0,18 -
LQM 130 - 2 mg/kg 830 + 29,6 5,9+0,28 - 17 +1,42 80+1,11 3+0,31 - -
LQM 130 — 10mg/kg 689 + 38,7 6,7 +0,44 - 18 +1,62 79+131 3+0,31 - -
LQM 130 — 100 mg/kg 427781 7,7+151 - 36 + 7,67 60 +7,19 3+0,36 1+0,18 -
LQM 140 - 2 mg/kg 635+ 16,8 5,7+0,33 - 21+0,83 77 +0,83 2 40,36 - -
LQM 140 — 10 mg/kg 707 £ 12,6 6,8 +0,41 - 18 +£0,36 79+0,36 3+0,36 - -
LQM 140 - 100 mg/kg 612 +17,3 7,0+0,12 - 15+ 1,64 82 + 1,46 3+0,18 - -
LQM 141 - 2 mg/kg 773+9,2 5,7+0,230 - 17 +1,01 790,48 3+0,73 1+0,360 -
LQM 141 - 10 mg/kg 77721 6,7 +0,23 - 11 +0,65 85+0,79 3+0,00 1+0,18 -

LQM 141 - 100 mg/kg 753+ 15,2 6,8 £0,55 - 11+1,09 85+1,31 4+0,36 - -
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AMINOGUANIDINA — 2 mg/kg 783 + 10,6 7,0+0,42 - 230,79 73 0,65 3+0,48 1+0,0
AMINOGUANIDINA — 10 mg/kg 749+ 14,6 5,0+0,58 - 21+1,62 76 £1,27 3+0,63 -
AMINOGUANIDINA — 100 mg/kg 718 + 60,0 59+0,89 - 21 +£5,62 75+ 5,85 3+0,31 1+0,31

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Nao houve diferenga entre si utilizando ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet, utilizado
com pds-teste considerando p<0.05.

Fonte: GOMES, 2019.
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Os parametros bioquimicos agem como indicadores dos processos adaptativos do
organismo, no metabolismo energético, protéico e mineral, além de oferecer indicativos na
interpretacdo do funcionamento hepético, renal, pancreético, 6sseo e muscular (GONZALEZ;
SILVA, 2006; SILVA, 2012).

A concentracdo plasmatica de glicose adequadamente é primordial para o bom
funcionamento do cérebro. O organismo busca diferentes vias para manter a glicemia e,
dependendo do estado atual do metabolismo dos carboidratos, a glicose pode ser originada de
uma ou mais fontes. Na maioria das vezes o glucagon e o horménio de crescimento (GH) séo
0s responsaveis pela manutencdo dos niveis adequados de glicose, enquanto em estados
anormais, como jejum ou estresse, os glicocorticdides e a epinefrina sdo particularmente
importantes. O principal agente diminuidor da concentracdo de glicose é a insulina
(GUYTON; HALL, 2002; KERR, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

De acordo com a Tabela 10, os niveis séricos de glicose mantiveram normais no
inicio (tempo zero) e no pods-tratamento (14° dia), contribuindo assim para o0 ndo
comprometimento sistémico dos animais submetidos ao tratamento com os derivados
aminoguanidinicos. Os dados colhidos através dos niveis de glicose nao apresentaram
diferenca estatistica entre eles quando comparado ao inicio do tratamento e no final do

tratamento.
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Tabela 10 - Efeito da administracdo dos derivados aminoguanidinicos e seus respectivos
controles antes e pos-tratamento do teste de toxicidade aguda em dose Unica sobre a glicemia
(mg/dL) de ratos Wistar (n=3).

GRUPOS GLICEMIA GLICEMIA FINAL
INICIAL (mg/dL)
(mg/dL) 14°DIA
CONTROLE 108 + 2,01 94 +2,01
LQM 103 2 mg/kg 109 + 1,37 108 + 2,53
LQM 103 10 mg/kg 91 +6,86 105+1,74
LQM 103 100 mg/kg 97 £0,96 99+1.31
LQM 130 2 mg/kg 93+6,14 95+2,28
LQM 130 10 mg/kg 103 £ 6,35 97 +3,28
LQM 130 100 mg/kg 98 +0,73 90 £5,22
LQM 140 2 mg/kg 104 + 7,49 93+2,33
LQM 140 10 mg/kg 98 +2,10 101 £ 4,52
LQM 140 100 mg/kg 104 + 3,32 109 + 2,03
LQM 141 2 mg/kg 96 +1,79 95+1,62
LQM 141 10 mg/kg 105+ 1,92 101 + 3,30
LQM 141 100 mg/kg 111 +£1,97 96 +4,79
AMINOGUANIDINA 2 mg/kg 95+5,85 99 +2,28
AMINOGUANIDINA 10 mg/kg 101 +0,63 102 + 5,06
AMINOGUANIDINA 100 mg/kg 100 + 2,28 90 +2,45

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Ndo houve diferenca entre si

utilizando ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet, utilizado com p6s-teste considerando p<0.05.

Fonte: GOMES, 2019.



90

O figado e os rins sdo os 6rgaos ativos na metabolizacdo e eliminacao de xenobidticos.
Portanto, as analises destes parametros bioquimicos podem ajudar a identificar os 6rgdos alvo
de toxicidade e o estado geral de satde do animal (ALMEIDA et al., 2002).

Analisando os parametros bioquimicos de funcdo renal como ureia, creatinina e acido
arico (Figura 18). Os resultados indicaram que os animais tratados com os derivados
aminoguanidinicos tiveram a fung&o renal preservada, independente da concentracao ingerida.
Estes permaneceram dentro dos valores de referéncia descritos na literatura (CASTRO et al.,
2014; ASHAFA; KAZEEM, 2015). Ja4 a aminoguanidina, substancia que deu origem aos
derivados deste estudo, pode ser observada um pequeno aumento dos niveis sericos destes
parametros, principalmente nas maiores concentragdes testadas, quando comparada ao
controle normal, sendo estatisticamente significativo.

A insuficiéncia renal leva a um déficit na excrecdo da creatinina, uréia e acido Urico,
como resultado advém uma exacerbacdo da concentracdo soroldgica destes parametros
(KERR, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

A creatinina é um produto do metabolismo formado pela descarboxilacédo da creatina-
fosfato no musculo e com relacao direta com a massa muscular e metabolismo energético. O
catabolismo da creatinina é lento e constante, numa taxa que é proporcional a massa muscular
individual, sucedendo um influxo constante de creatinina para o plasma que nao ¢é afetado por
mudanca na atividade ou lesdo muscular. Assim, as mudancgas na concentracdo plasmatica da
creatinina sdo derivadas de alteracdes na excrecdo dela, na funcdo renal (KERR, 2003;
MOTTA, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

Valores aumentados de uréia e creatinina podem sugerir comprometimento da funcéo
renal, neste estudo néo foi observado elevacdo destes pardmetros. Portanto, nenhum sinal de

toxicidade renal pode ser relacionado a administracdo dos derivados aminoguanidinicos.
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Figura 18 - Niveis plasméticos de ureia, creatinina e acido Urico de ratos Wistar do teste de

toxicidade aguda tratados em dose Unica com os derivados aminoguanidinicos, aminoguanidina

e 0 controle negativo (n=3).
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(A) Ureia; (B) Creatinina; (C) Acido urico. Os resultados dos grupos experimentais (n=3) foram
representados como média + erro padrdo da média (E.P.M.). ANOVA e pobs-teste de Dunnett,

considerando p<0,05.

Fonte: GOMES, 2019.

As aminotransferases AST/TGO e ALT/TGP, a gama glutamiltransferase (GGT), a
bilirrubina total e fracGes e a fosfatase alcalina (ALP) fazem parte do grupo de exames
responsaveis para o diagnostico das doencas hepaticas. Estes sdo os mais praticados na clinica
médica e sdo capazes de identificar alguma doenca oculta do figado e/ou das vias biliares e
nos estudos de toxicidade in vivo sdo utilizados para acompanhar as fun¢@es hepaéticas a fim
de identificar alteragbes hepatoldgicas que podem significar hepatotoxicidade frente a
determinadas substancias.

A funcdo hepatica dos animais deste estudo foi analisada através da determinacdo dos
parametros AST/TGO, ALT/TGP, bilirrubina total e fragdes, GGT e ALP.

De acordo com a figura 19, os animais tratados com os derivados aminoguanidinicos
ndo apresentaram diferenca estatistica dos niveis de AST com relacdo ao grupo controle
normal, pode ser observado também que & medida que a concentragdo ingerida aumenta, 0s
niveis sericos tendem a aumentar, exceto para 0 grupo testado com o derivado

aminoguanidinico LQM 141 (100 mg/kg) que manteve o0 mesmo padrdo independente da dose
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ingerida. Na ALT também ndo houve diferenca estatistica com os grupos de animais tratados
com os derivados aminoguanidinicos, comparados ao controle normal. E em alguns casos
observou uma reducao, como por exemplo, o grupo tratado com o derivado LQM 141 nas trés
concentracOes testadas os niveis séricos ficaram abaixo do controle negativo, vale salientar
que esta reducdo ndo esta relacionada com lesbes. O mesmo se repetiu com 0s parametros
descritos anteriormente quando tratados com a aminoguanidina o0s niveis séricos de ALT
aumentaram, principalmente nas maiores concentracdes testadas, quando comparada ao
controle normal, sendo estatisticamente significativo.

A AST é essencialmente mitocondrial e ndo é liberada tdo rapidamente quanto a ALT,
que é citoplasmatica. A ALT é o indicador mais sensivel de hepatotoxicicidade do que a AST,
pois enquanto a primeira é essencialmente hepatica, a segunda também pode ser encontrada
em altas concentragcdes em outros 6rgaos como rins, pulmoes e coracdo (MOTTA, 2003).

Os niveis de bilirrubina total, bilirrubina direta, GGT e FAL permaneceram dentro dos
limites da normalidade para todos os grupos tratados com o0s derivados aminoguanidinicos,
ndo apresentando diferenca estatistica significativa comparada ao grupo controle normal.

As bilirrubinas sdo subproduto da quebra da molécula heme da hemoglobina.
Aproximadamente 75% da bilirrubina s&o oriundos da destruicdo das hemécias velhas, uma
pequena por¢do originada do figado, e grande parte oriunda da destruicdo de hemécias
defeituosas na medula 6ssea. A bilirrubina, por ser insoltvel, circula no plasma sob a forma
ndo conjugada ligada a albumina, ao chegar aos sinusoides hepaticos, via sistema
mononuclear fagocitario e apds conjugacdo com éacido glicurénico, converte em bilirrubina
conjugada. A porc¢do conjugada é hidrossoluvel e desta forma pode ser eliminada pelo rim.
Sendo classificada como bilirrubina direta. A por¢do ndo conjugada é chamada de bilirrubina
indireta e € mensurada através da subtracdo da bilirrubina direta na total. VValores alterados de
bilirrubina total, o individuo pode apresentar um quadro de ictericia. Nos quadros de
hiperbilirrubinemia, a investigacdo diagndstica deve abordar o hemograma para doenca
hemolitica e outros testes de funcdo hepética para suspeitas de quadros hepatobiliares
(GUYTON; HALL, 2002; KERR, 2003; MOTTA, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

A GGT e a fosfatase alcalina sdo enzimas que sofrem alteracdo ficam quando ha leséo
das vias biliares. O figado produz a bile, que € drenada pelas vias biliares. Entretanto, a GGT
e a FAL ndo sdo tdo especificas para as vias biliares quanto a AST e, principalmente, a ALT é
para o figado. Doencas do figado que causem lesdo das vias biliares intra-hepéaticas podem

implicar na elevacdo da AST, ALT e também de GGT e FAL. Assim, obstrucdes das vias
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biliares que causem lesdo do figado também podem implicar no aumento das quatro enzimas
(THRALL, 2007).

Os resultados dos parametros para a avaliagdo hepéatica mostraram que em alguns
casos 0s grupos tratados com os derivados aminoguanidinicos apresentavam niveis séricos
inferiores ao encontrado no grupo controle normal ou no mesmo nivel, sugerindo que o
tratamento com os derivados aminoguanidinicos aparentemente ndo causou nenhum dano,

corroborando com os histopatoldgicos dos figados estudados.

Figura 19 - Niveis plasmaticos de AST/TGO (aspartato aminotransferase), ALT/TGP (alanina
aminotransferase), GGT (Gamaglutamiltranspeptidase), bilirrubina total e direta, fosfatase
alcalina de ratos Wistar do teste de toxicidade aguda tratados em dose Unica com os derivados

aminoguanidinicos, aminoguanidina e o controle negativo (n=3).
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(A) AST; (B) ALT; (C) Bilirrubina total; (D) Bilirrubina direta; (E) GGT; (F) Fosfatase alcalina. Os
resultados dos grupos experimentais (n=3) foram representados como média + erro padrdo da média
(E.P.M.). ANOVA e pos-teste de Dunnett, considerando p<0,05.

Fonte: GOMES, 2019.

Analisando os parametros bioquimicos do metabolismo protéico (proteinas totais,
albumina) (Figura 20). Para as proteinas totais 0s grupos com o0s derivados
aminoguanidinicos LQM 103 (10 e 100 mg/Kg), LQM 130 (100 mg/Kg), LQM 140 (10 e 100
mg/Kg) houve uma reducdo significativa na concentracdo plasmatica, comparadas ao grupo
controle. Ja no grupo LQM 141 nas concentracdes estudadas nao houve alteracdo significativa
entre 0s grupos estudados. Apesar de terem apresentado uma reducdo dos niveis séricos
citados acima, a concentracdo plasmaticas destes ainda foi superior ao da aminoguanidina.

Em relacdo a albumina também houve uma diminuicdo estatisticamente significativa
na concentracdo plasmatica dos grupos dos derivados aminoguanidinicos LQM 103, 130, 140
na concentracdo de 100 mg/kg, entretanto, apresentou uma concentracdo plasmatica superior
ao da aminoguanidina nas trés concentracdes testadas.

No plasma existe um complexo de proteinas incluindo albumina, globulinas, enzimas,

proteinas especificas de transporte, horménios protéicos e fatores de coagulacdo. O
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mensuramento destas fornece um bom parametro para a avaliagdo do estado nutricional e para
a presenca de doencas sistémicas severas.

A elevacdo na concentracdo de proteinas totais pode significar deficiéncia relativa de
agua, doenca inflamatéria crbnica e doenca imunomediada, por aumento na fracdo de
globulinas, como por exemplo: cirrose do figado, doencas bacterianas subagudas ou cronicas
e doenca autoimune (KERR, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

A diminuicdo da concentracdo de proteinas totais e/ou de aloumina pode ser detectada
em condicbes de superidratacdo, menos comum; por perda excessiva de proteina
(hipoalbuminemia) que pode estar relacionada a um déficit renal (nefropatias), nas
enteropatias, hemorragias, queimaduras e por diminuicdo da sintese de proteinas
(principalmente, no caso de animais experimentais, por insuficiéncia hepatica) (KERR, 2003;
BUSH, 2004; THRALL, 2007).

Os farmacos sdo distribuidos aos varios locais e seus metabdlitos eliminados do
organismo através da corrente sanglinea. Inicialmente a substancia ativa é levada
rapidamente para os tecidos de maior fluxo sanguineo, tais como: cérebro, figado e rins e em
seguida redistribuida para tecidos de baixo fluxo sanguineo como o musculo e gordura. Estas
vao se ligar a albumina, aos tecidos, as proteinas plasmaticas e aos receptores. E isto contribui
para a determinacdo da intensidade e da duracdo do efeito do medicamento (MOTA, 2003). A
porcao do fa&rmaco que se liga a proteina pode ser intensa o suficiente para causar reducdo da
concentracdo de proteinas plasmaticas livres, que sdo detectadas no doseamento plasmatico
ou soroldgico, por aumento do volume de distribuicao.

Neste estudo, a diminuicdo das proteinas plasméaticas dos derivados
aminoguanidinicos LQM 130 (10 mg/kg) e LQM 140 (10 e 100 mg/kg) ndo foi associada a
perda protéica, tendo em vista que 0s animais ndo apresentaram manifestacdes clinicas
relativas a doenca renal. Ja que apresentariam sinais caracteristicos, tais como: proteindria,
anemia, desnutricdo e principalmente edema. Ademais, a histologia renal apresentou-se

normal.



99

Figura 20 - Niveis plasmaticos de proteinas totais e albumina de ratos Wistar do teste de
toxicidade aguda tratados em dose Unica com os derivados aminoguanidinicos, aminoguanidina

e 0 controle negativo (n=3).
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(A) Proteinas totais; (B) Albumina. Os resultados dos grupos experimentais (n=3) foram representados

como média + erro padrao da média (E.P.M.). ANOVA e pos-teste de Dunnett, considerando p<0,05.

Fonte: GOMES, 2019.
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O monitoramento dos lipideos plasmaéticos é de grande relevancia para a clinica. Estes

poderdo dar informacBes Uteis de doencas cardiovasculares (YAKUBU et al., 2008). A
hipercolesterolemia, nos animais, pode sugerir doenca hepatica ou biliar, sindrome nefrotica,
Diabetes mellitus, j& a hipocolesterolemia pode estar associada a disfungdo hepética grave.
O aumento dos triacilgliceréis, juntamente com niveis de colesterol elevado, é considerado
fator de risco para doenca arterial aterosclerotica e pode estar relacionado com doenga renal.
Valores altos também sdo detectados no Diabetes mellitus, na sindrome nefrotica, na
pancreatite, em doencas coronarianas e na arteriosclerose (LIMA, 2002; MOTTA, 2003;
KERR, 2003; MATOS; MARTINS 2005; THRALL, 2007).

Os animais estudados ndo apresentaram hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia,
assim como ndo foi encontrado opalescéncia nas amostras. De acordo com a figura 21, os
valores de colesterol total e triglicerideos ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos tratados comparadas ao controle. Nos niveis de colesterol HDL
pode ser observado uma redugdo da concentragdo nos grupos LQM 103, LOM 130 na
concentracdo estudada de 100 mg/kg sendo estatisticamente significativo, ndo havendo

correlacdo com o aumento dos niveis de colesterol total nestes grupos.
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Figura 21 - Niveis plasmaéticos de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos de ratos Wistar
do teste de toxicidade aguda tratados em dose Unica com os derivados aminoguanidinicos e seus

respectivos controles.
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(A) Colesterol total; (B) Colesterol HDL; (C) Triglicerideos. Os resultados dos grupos experimentais
(n=3) foram representados como média + erro padrdo da média (E.P.M.). ANOVA e pos-teste de

Dunnett, considerando p<0,05.

Fonte: GOMES, 2019.
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5.3.3. Parametros Histopatologicos

Na analise macroscopica dos orgaos (figado, rins e pancreas) ndo foi observado
alteracdes nos orgaos dos animais tratados com os derivados aminoguanidinicos em dose
Unica. O figado foi o 6rgdo que apresentou uma maior variagdo de peso entre 0S grupos
quando comparados ao controle normal, apresentado diferenca estatistica significativamente
em alguns grupos. J& o rim e pancreas o peso do 0Orgdo ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa com o controle normal (Tabela 11).

Segundo Guyton e Hall (2008) o figado é um 6rgdo altamente vascularizado
responsavel pela biotransformacdo, metabolizacdo, sintese e excre¢do de determinadas
substancias muitas vezes nocivas ao organismo.

Varios fatores podem ter influenciado para a identificacdo dessa alteracdo no
organismo dos animais, tais como: a dose utilizada, o tempo de exposi¢ao e a sensibilidade da
espécie (GOMES, 2012).

Segundo Klaassen e Watkins (2012), diferencas significativas podem ocorrer entre
individuos da mesma espécie na resposta a uma substancia quimica devido a sutis diferencas
genéticas que constituem o polimorfismo genético. Este mesmo autor ressalta ainda que essas
diferencas podem ser responsaveis por reacdes idiossincraticas aos produtos quimicos e por

diferencas nas respostas txicas.
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Tabela 11 - Peso absoluto (g) dos 6rgaos dos ratos Wistar do teste de toxicidade aguda tratados

em dose Unica com os derivados aminoguanidinicos, aminoguanidina e o controle negativo (n=3).

PESO DOS ORGAOS

GRUPOS FIGADO RIM PANCREAS
CONTROLE 8,0+0,12 0,90 + 0,04 0,35 0,02
LQM 103 - 2 mg/kg 6,2+0217 0,69 +0,00 0,30 + 0,09
LQM 103 — 10 mg/kg 6,6 +0,08" 0,69 + 0,00 1,16 +0,09™
LQM 103 - 100 mg/kg 9,1+0,27 0,76 0,19 0,47 +0,19
LQM 130 - 2 mg/kg 7,9+0,23 0,64 £0,14 0,38 £ 0,08
LQM 130 — 10mg/kg 8,4 + 0,58 0,7+0,11 0,20 £ 0,03
LQM 130 — 100 mg/kg 6,3+0517  0,54+0,04 0,16 +0,01
LQM 140 - 2 mg/kg 9,5+0,18" 0,78 £ 0,14 0,18 +0,08
LQM 140 — 10 mg/kg 8,0+0,16 0,97 0,02 0,13 +0,02
LQM 140 - 100 mg/kg 8,3+0,44 0,83 £0,05 0,26 +0,01
LQM 141 - 2 mg/kg 7,9+0,22 0,73+0,1 0,14 0,02
LQM 141 - 10 mg/kg 8,9 + 0,08 0,82 +0,06 0,33 +0,03
LQM 141 - 100 mg/kg 7,1+0,43 0,80 + 0,05 0,14 +0,01
AMINOGUANIDINA — 2 mg/kg 7,1+0,16 0,95 + 0,02 0,08 +£0,01"
AMINOGUANIDINA — 10 mg/kg 6,9 +0,23 0,97 £0,02 0,13 £0,02
AMINOGUANIDINA — 100 mg/kg 6,6 +0,35 0,88 0,03 0,09 £0,01

Os resultados dos grupos experimentais (n=3) foram representados como média + erro padrdo da
média (E.P.M.). ANOVA e pds-teste de Dunnett, considerando p<0,05.

Fonte: GOMES, 2019.



105

A andlise histopatoldgica investiga o tipo e a extensdo da lesdo de um 6rgdo e ela traz
informacdes que ddo a definicdo da intensidade e fase da doenca, possibilitando o
monitoramento dos diversos tratamentos empregados. Foram processados fragmentos do
figado, rim e péancreas para analise histologica, com a finalidade de avaliar possiveis
alteracGes morfoldgicas microscépicas nos respectivos 6rgaos, o grupo controle foi usado
como parametro de normalidade para comparacao. Os cortes foram corados com hematoxilina
e eosina a fim de realizar analise microscopia otica.

Em uma analise histoldgica do figado encontram-se principalmente células hepaticas
denominadas de hepatdcitos, que apresentam nucleo central, arredondado com um ou dois
nucléolos bem evidenciados. Estas se juntam formando os l6bulos hepaticos. Em cada l6bulo
hepatico encontram-se uma veia centrolobular, veia porta, uma artéria hepatica, um ducto
biliar e vasos linfaticos (GUYTON, 2002; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).

Os espacos entre os Idbulos sdo chamados de sinusodides (capilares hepaticos
compostos por células endoteliais tipicas de capilares sanguineos e macréfagos chamados de
células de Kupffer). As células de Kupffer sdo estreladas, ativamente fagocitarias, e tem a
caracteristica de englobar hemaécias remanescentes, residuos e materiais particulados
(GUYTON, 2002; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).

A andlise histolégica do figado dos animais sacrificados ap6s o 14° dia nao foi
detectado alteragOes irreversiveis, como necrose ou apoptose celular. O grupo controle e 0s
animais tratados com os derivados aminoguanidinicos na menor concentracdo testada, ou seja,
2 mg/kg, apresentaram caracteristicas semelhantes, com a manutencdo da arquitetuta
histoldgica do 6rgdo, parénquima hepéatico com estrutura geral preservada, com Idbulos
hepaticos normais, circundados por sinuséides contendo células de Kupffer e hemaécias. Os
espacos porta também se apresentavam normais, ndo tendo sido visualizado infiltrado
inflamatorio, degeneracdo gordurosa ou distribuicdo anormal dos fibroblastos e do colageno.
J4& nos grupos LQM 130, LQM 140 e aminoguanidina tratados com concentracdo
intermediaria e na maior dose, ou seja, 10 mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente, pode ser
observado foco inflamatorio (Figura 22).

O sistema renal é formado por um conjunto de estruturas histoldgicas responsaveis
pelos mecanismos de filtracdo glomerular e tubular. O glomérulo renal é constituido por uma
rede de capilares fenestrados, sem diafragma, oriundos da arteriola aferente e pela capsula de
Bowman contendo dois folhetos, visceral e parietal. Esse Gltimo é formado por células

epiteliais planas que limitam o espaco capsular onde se acumula o filtrado glomerular.



106

A funcéo primordial dos rins € a manutengdo da homeostasia, regulando o meio
interno predominantemente pela reabsorcdo de substancias e ions filtrados nos glomérulos e
excrecdo de outras substancias (SODRE et al., 2007).

A anélise histologica dos rins dos animais eutanasiados apds o 14° dia ndo foi
detectado alteracGes histoldgicas. No grupo controle e nos animais tratados com os derivados
aminoguanidinicos nas trés concentragdes testadas, ou seja, 2 mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg
ndo foram encontrados focos de inflamacédo ou fibrose, congestdo ou areas de hemorragias. A
arquitetura cortico-medular preservada, o coértex apresentou glomérulos regularmente
distribuidos. Os tubulos contorcidos proximais e distais e 0 segmento de ducto coletor ndo
evidenciaram alteragdes (Figura 23). Este resultado confirma a avaliagdo bioquimica que ndo
mostrou altera¢Ges metabolicas neste 6rgao.

Em relacdo a andlise histoldgica do pancreas ndo foi possivel obter imagens dos
grupos LQM 103 — 100 mg/kg, LQM 140 — 2 mg/kg, LQM 140 — 100 mg/kg e LQM 141 —
100 mg/kg. Nos demais grupos os cortes histolégicos do pancreas mostraram tecido
pancredtico dentro do limite da normalidade, com distintos componentes exocrinos e
enddcrinos (Figura 24). A parte exdcrina é composta por células epiteliais com formato
piramidal e orientada radialmente em torno do Iumen central e a parte enddcrina exibe as
ilhotas de Langerhans tipica, compativel ao parénquima pancreético normal.

O exame histopatologico dos o6rgdos vitais (figado, rim e péancreas) ndo detectou
alteracdes significativas, tanto no grupo controle quanto ao tratado com os derivados
aminoguanidinicos.

Estes dados sugerem baixa toxicidade dos derivados aminoguanidinicos estudados,
uma vez que ndo houve comprometimento da salde geral dos animais. Entretanto, ndo é
aconselhavel a total desconsideracdo toxica dessas substancias, sobre o organismo,

necessitando de maiores esclarecimentos sobre os mecanismos de acdo envolvidos.



107

Figura 22 - Analise histoldgica hepética da toxicidade aguda dose Unica, por gavagem com 0S

derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

(A) Controle negativo; (B) LQM 103 — 2 mg/kg; (C) LQM 103 — 10 mg/kg; (D) LQM 103 — 100
mg/kg; (E) LQM 130 — 2 mg/kg; (F) LQM 130 — 10 mg/kg; (G) LQM 130 — 100 mg/kg; (H) LQM
140 — 2 mg/kg; (1) LQM 140 — 10 mg/kg; (J) LQM 140 — 100 mg/kg; (K) LQM 141 — 2 mg/kg; (L)
LQM 141 - 10 mg/kg; (M) LQM 141 — 100 mg/kg; (N) Aminoguanidina — 2 mg/kg; (O)
Aminoguanidina — 10 mg/kg; (P) Aminoguanidina — 100 mg/kg. Coloragdo: hematoxilina-eosina.
Aumento 20x/200x . No detalhe, artéria (AR); célula de Kupffer (K); ducto biliar (DB); espago porta
(EP); sinusoides (S); vasos linfaticos (VL); veia porta (VP). Fonte: GOMES, 2019.
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Figura 23 - Analise histoldgica renal da toxicidade aguda dose Unica por gavagem com 0S

derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

(A) Controle negativo; (B) LQM 103 — 2 mg/kg; (C) LQM 103 — 10 mg/kg; (D) LQM 103 — 100
mg/kg; (E) LQM 130 — 2 mg/kg; (F) LQM 130 — 10 mg/kg; (G) LQM 130 — 100 mg/kg; (H) LQM
140 — 2 mg/kg; (1) LQM 140 — 10 mg/kg; (J) LQM 140 — 100 mg/kg; (K) LQM 141 — 2 mg/kg; (L)
LQM 141 — 10 mg/kg; (M) LQM 141 — 100 mg/kg; (N) Aminoguanidina — 2 mg/kg; (O)
Aminoguanidina — 10 mg/kg; (P) Aminoguanidina — 100 mg/kg. Coloragdo: hematoxilina-eosina.
Aumento 20x/200x . AHE — Alca de Henle, EB- espaco de Bowman, GR — glomérulo, TCD - tubulo
contorcido distal. Fonte: GOMES, 2019.
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Figura 24 - Andlise histoldgica do pancreas da toxicidade aguda dose Unica por gavagem

com os derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

(A) Controle negativo; (B) LQM 103 — 2 mg/kg; (C) LQM 103 — 10 mg/kg; (D) LQOM 130 — 2 mg/kg;
(E) LQM 130 — 10 mg/kg; (F) LQM 130 — 100 mg/kg; (G) LQM 140 — 10 mg/kg; (H) LQM 141 -2
mg/kg; (1) LQM 141 — 10 mg/kg; (J) Aminoguanidina — 2 mg/kg; (K) Aminoguanidina — 10 mg/Kkg;
(L) Aminoguanidina — 100 mg/kg. Coloracéo: hematoxilina-eosina. Aumento 20x/200x . IL — ilhota de
Langerhans. Fonte: GOMES, 2019.
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5.4. Avaliagdo da atividade antidiabética in vivo

Foi utilizado a estreptozotocina em dose unica na concentracdo de 40 mg/kg para a
inducdo do diabetes. O diabetes induzido pela STZ é um modelo experimental que mais se
aproxima ao diabetes no humano. Achados clinicos que acometem os humanos como:
hiperglicemia, hipoinsulinemia, polifagia, polilria e polidipsia e perda de massa corporal séo
encontrados também nos animais diabéticos induzidos por STZ (AKBARZADEH et al.,
2007; FERNANDES et al., 2010; SARKHAIL et al., 2007).

5.4.1. Massa corporal

Neste estudo, a variacdo de massa corporal entre os grupos de animais diabéticos e ndo
diabéticos foi observada durante os 28 dias de tratamento. A massa corporal aumentou
significativamente nos grupos CNN (109 g), 140 — N (111 g) e 141 — N (119 g) ao final do
experimento. Ja os grupos dos animais diabéticos mostraram reducdo acentuada do ganho de
massa corporal em comparagdo com 0s grupos de animais saudaveis, diferenca de 68 g entre
0s grupos CNN e CND.

Além disso, os ratos diabéticos se apresentaram mais frageis, alguns raquiticos, com
perda de pélos, pelagem ericada e sem brilho, caracteristicas bem diferentes dos animais

saudaveis (Figura 25).

Figura 25 - Comparagdo entre animais diabéticos e nao diabéticos.

Fonte: GOMES, 2019.



111

O tratamento dos animais diabéticos com os derivados aminoguanidinicos e seus
respectivos controles ndo resultaram em um aumento significativo da massa corporal, apesar
de todos os grupos terem tido um ganho de peso (entre 15 a 41g) até o final do experimento
(Figura 26). Tal fato pode ser justificado devido & indisponibilidade de carboidratos para o
metabolismo energético, reducdo do tecido adiposo e a perda ou degradacdo de proteinas
estruturais. Durante o catabolismo das proteinas para gerar aminoacidos para a
gliconeogénese no periodo de déficit de insulina, acarreta em perda muscular e perda de
massa nos organismos diabéticos (MURALI, 2013; SARAVANAN et al., 2009;
SUBRAMANI et al., 2014).

A perda de massa corporal dos animais diabéticos corrobora com a constatacdo de
Sarmento (2016), que observou efeitos semelhantes em animais diabéticos induzidos com

estreptozotocina.

Figura 26 - Efeito da administracdo sobre a massa corporal (g) de ratos Wistar (n=5) dos
derivados aminoguanidinicos e sesu respectivos controle antes do tratamento e pos-tratamento

(28 dias) do teste de atividade antidiabético sob a massa corporal (g) de ratos Wistar (n=5).

4001
E3 CNN
5 T E3 CND
5300' E3 LQM 103 - N
§200 'R de O LQM103-D
s ol @ Low130-N
& : SN LQM 130-D
EZ LQM 140D
o1 HH EH IR B 1 ES LQM 141 -N
5 22 LOM 141 -D
0 AMINO-N
B AMINO-D
GLIMEPIRIDA

Os resultados dos grupos experimentais (n=5) foram representados como média + erro padrdo da
média (E.P.M.). ANOVA e pbs-teste de Bonferroni, considerando p<0,05. Letras iguais diferem
estatisticamente entre si. Fonte: GOMES, 2019.
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5.4.2. Glicemia e hemoglobina glicada

Os animais diabéticos induzidos com estreptozotocina apresentaram valores de
glicemia de jejum estatisticamente superiores em relacdo aos animais do grupo controle
tratados com salina, confirmando a efetividade do estabelecimento do diabetes, como pode ser
observado na Tabela 12.

No inicio do tratamento o CND apresentou a segunda maior concentracdo de glicemia,
perdendo apenas para o grupo diabético LQM 141. De maneira interessante, ao término do
tratamento o grupo diabético LQM 141 apresentou valor de glicemia mais baixa em relacdo
aos demais grupos diabéticos, com uma reducdo de aproximadamente 60%, como também
houve uma reducdo da glicemia em todos os grupos tratados com os demais derivados
aminoguanidinicos (Tabela 12).

A partir desses resultados pode-se inferir que o tratamento diario com os derivados
aminoguanidinicos por via oral na dose de 2 mg/kg reduziu os indices glicémicos ou preveniu
a hiperglicemia em ratos Wistar expostos a estreptozotocina (40 mg/kg), durante 28 dias de
experimento. E que estes apresentaram uma melhor resposta quando comparados a droga
padréo glimepirida.

Corroborando com o que foi observado nesse estudo, Sarmento (2016) mostrou que 0
tratamento com outros derivados aminoguanidinicos na mesma concentragdo utilizada inibiu
0 aumento glicémico induzido pela STZ. Comparando com outros dados da literatura que
relataram que a aminoguanidina ndo € considerada um antidiabético sua agédo € na inibicdo

dos produtos de glicacdo avangada (STIRBAN et al., 2014), dados encontrados neste estudo.



113

Tabela 12 - Valores de glicemia de ratos Wistar diabéticos e ndo diabéticos e percentuais antes e

apos o tratamento com os derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

GLICEMIA DE JEJUM (mg/dL)

GRUPOS Antes do tratamento Apds o tratamento % de reducéo da
glicemia

CNN 88 + 3,22 95+ 1,79 -
CND 514 + 61,09 522 + 29,05" --
LQM 103 - N 94 + 3,96 96 + 3,48 --
LQM 103 - D 387 + 41,00 269 + 52,63 30,5
LQM 130 - N 89 + 0,84 81+0,81 -
LQM 130 - D 467 + 56,0 322 +50,0° 31,0
LQM 140 - N 88 + 3,22 94 +222 --
LQM 140 - D 488 + 52,03 293 +49,69 40,0
LQM 141 -N 88 + 3,22 92 +2,80 --
LQM 141 -D 582 + 12,58 231+30,517 60,3
AMINOGUANIDINA - N 97 +3,53 94 + 3,56 --
AMINOGUANIDINA - D 270 + 26,85 330 53,35

GLIMEPIRIDA 432 + 49,17 307 + 12,96 28,9

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=5/grupo). Utilizando ANOVA, seguida pelo

teste de Bonferroni, utilizado com pds-teste considerando p<0,05.

Fonte: GOMES, 2019.

Antes e durante o experimento, os animais foram alimentados com dieta padréo

fornecida pelo BIOCEN-UFAL, com livre acesso a agua. Como esperado para animais

diabéticos induzidos com STZ, foi observado aumento significativo no consumo de racéo,

agua e diurese pelos ratos diabéticos, em comparacdo com 0s grupos nao diabéticos (dados

ndo mostrados). Este fato € resultado de uma reducdo cronica da captacdo de glicose e sua

utilizacdo pelas células, além da perda consideravel na urina, o que gera um estimulo

persistente para comer e beber. De acordo com Murali (2013), animais diabéticos apresentam

um quadro de poliuria, aumento da ingestdo hidrica, desidratacdo, perda de massa corporal e

polifagia.
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Durante o experimento pode ser observadoo que as caixas dos animais diabéticos
estavam mais Umidas, indicando poliuria, estando diretamente relacionado com o aumento de
ingestdo de agua.

A inducdo com STZ eleva os niveis de hemoglobina glicada como pode ser observado
no grupo CNN e grupos diabéticos (Figura 27). Os grupos diabéticos tratados com 0s
derivados aminoguanidinicos apresentaram niveis de hemoglobina glicada inferior ao CND,
apresentando diferenca estatisticamente significativa. Sugerindo uma acdo protetora dos
derivados aminoguanidinicos.

A hemoglobina glicada é um marcador padrdo do controle de glicose no sangue, é
considerada a média dos niveis glicémicos no sangue durante a meia-vida das hemacias que é
em média 120 dias nos humanos. Segundo Santos (2014), este processo é acelerado nos ratos,
apresentando valores elevados de hemoglobina glicada ap6s 7 dias de inducdo do diabetes
induzidas por estreptozotocina. Isto pode ser justificado devido ao metabolismo acelerado
destes animais e que a hiperglicemia desencadeia as rea¢des ndo enzimaticas (FARIA et al.,
2012).

Esta permanece dentro das hemécias e sua glicacdo ndo enzimatica é estabelecida,
sobretudo por alguns fatores: concentracdo média da glicose plasmatica, tempo de meia vida
da hemacia e permeabilidade da membrana do eritrocito a glicose (ANDRIOLO, VIEIRA,
2008; CAMARGO, GROSS, 2004; SACKS, 2006; SUMITA, ANDRIOLO, 2008).
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Figura 27 - Valores de hemoglobina glicada (HbAlc) de ratos Wistar (n=5) tratados com 0s

derivados aminoguanidinicos e sesu respectivos controles.
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Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=5/grupo). ANOVA, seguida pelo teste de

Newman-Keuls para comparacdo dos diferentes grupos. * Diferente em relacdo ao grupo CNN. #

Diferente em relagdo ao grupo CND, considerando p<0.05.

Fonte: GOMES, 2019.
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5.4.3. Anaélises Bioguimicas

Os resultados foram analisados e comparados em relacdo ao grupo CNN e CND. Os
valores de referéncia dos exames bioquimicos e hematoldgicos dos animais ndo tratados sdo
primordiais para o entendimento de diversos estudos, dentre eles: as avaliagdes de efeitos
farmacoldgicos e toxicoldgicos sobre estes parametros (MELO, 2012).

A STZ ndo acomete apenas as [} pancreaticas, pode afetar os rins, levar a um estresse
oxidativo, como também a disfuncdo do endotélio, com isso é possivel que existam alteraces
nos perfis hematoldgico e bioquimico nos animais que foram induzidos com STZ (FRODE;
MEDEIRQOS, 2008).

Os niveis glicémicos persistentemente aumentados sdo prejudiciais ao organismo e
esta falta de controle desencadeia complicagdes diversas, desde dano tecidual a faléncia de
varios orgdos (SUMITA; ANDRIOLO 2008).

54.3.1. Avaliacdo da funcédo hepatica e renal

Apesar do estudo da funcdo renal tenha instigado o interesse de muitos pesquisadores,
sobretudo no campo do desenvolvimento de testes que auxiliem aos clinicos a estabelecer um
diagnostico precoce e assim monitorar a terapéutica medicamentosa, nenhum marcador
disponivel é completamente eficaz em analisar a funcédo e/ou a leséo renal de forma precisa.
Assim, torna-se essencial o conhecimento de todos eles para uma melhor avaliacdo na rotina
laboratorial (SODRE, COSTA, LIMA, 2007) que muitas das vezes ndo é possivel de ser
realizado em estudos com animais, devido a pequena quantidade de material bioldgico
disponivel, como também ao alto custo das analises.

As concentracfes sericas de creatinina e acido Urico ndo tiveram diferenca estatistica
entre 0s grupos tratados com os derivados aminoguanidinicos e o grupo CNN, mantendo o
padrdo da normalidade (Figura 28). Ja os niveis séricos de ureia dos animais diabéticos pode
ser verificado uma diferenca estatistica significativa quando comparada ao grupo CNN. Os
animais diabéticos submetidos ao tratamento com derivados aminoguanidinicos ndo tiveram
reducdo dos niveis sericos de ureia em relacdo aos animais diabéticos sem tratamento.

A elevacdo dos niveis da ureia no diabetes tem origem na alteracdo do metabolismo de
proteinas. Também pode ser considerado um indicador para desidratacdo, perda peso,
disfuncdo renal e hepética (CALIXTO-LIMA; REIS et al., 2012).



117

A creatinina sérica € utilizada para a avaliacdo da funcéo renal, como também a taxa
de filtracdo glomerular (KLOET; KRAUSE; WOODS, 2010). Neste estudo, os derivados
aminoguanidinicos reduziram os danos na barreira de filtracdo causados aos rins em resposta
a hiperglicemia prolongada. No DM grande parte das lesfes envolvidas com a perda da
capacidade de filtracdo esté relacionada ao espessamento das membranas basais vasculares e
dos tubulos renais devido a acumula¢do de AGEs. A acumulacdo destes produtos ndo so
avalia os niveis de hiperglicemia como também a hiperlipidemia, o stress oxidativo e
inflamagédo (BARLOVIC et al., 2011; HEGAB et al., 2012; MEERWALDT et al., 2008).

O é&cido urico é um dos principais produtos do catabolismo de proteinas oriundas da
dieta e de fontes enddgenas, concentrando-se principalmente no figado. E principalmente
excretado pelo rim (através da urina) e os niveis séricos sdo determinados pela relacdo entre a
dieta, a producdo enddgena e 0s mecanismos de reabsorcdo e de excrecdo renal (DEL-
FABRO, 2007). O aumento nos niveis de &cido Urico é decorrente do desequilibrio entre sua
absorcdo e a excrecdo, podendo estar associado com patologias como Diabetes Mellitus e

distarbios lipidicos. Neste estudo ndo foi observado alteraces nos niveis de acido Urico.

Figura 28 - Niveis plasmaticos de Ureia, Creatinina e Acido Urico de ratos Wistar tratados com

os derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.
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Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=5/grupo). ANOVA, seguida pelo teste de
Newman-Keuls para comparacdo dos diferentes grupos. * Diferente em relagdo ao grupo CNN. #

Diferente em relacéo ao grupo CND, considerando p<0.05.

Fonte: GOMES, 2019.
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Com relacdo as proteinas totais e albumina ndo foi constatado diferenca estatistica
entre 0s grupos tratados com os derivados aminoguanidinicos, comparados ao grupo CNN
(Figura 29). A albumina também € uma alternativa como marcador glicémico de periodos
curtos (duas a quatro semanas) (YOSHIUCHI, 2008) e, um importante marcador de lesao
renal, seja uma lesdo renal primaria ou em consequéncias a doencgas sistémicas como
hipertensdo e diabetes. Os achados referentes aos niveis de proteinas totais e albumina nos
diferentes grupos experimentais indicaram que pelo menos até 0 momento da eutanasia as
possiveis lesbes hepaticas e renais ndao foram determinantes para reducdo deste parametro

sérico.

Figura 29 - Niveis plasmaticos de proteinas totais e albumina de ratos Wistar tratados com 0s

derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.
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Os dados representam a média * erro padrdo da média (n=5/grupo). ANOVA, seguida pelo teste de
Newman-Keuls para comparacdo dos diferentes grupos. * Diferente em relagdo ao grupo CNN. #

Diferente em relacdo ao grupo CND, considerando p<0.05.

Fonte: GOMES, 2019.

Com relacdo as enzimas aspartato aminotransferase (AST) e a gama
glutamiltransferase (GGT), bilirrubina total e direta ndo houve diferenca significativa entre os
grupos experimentais. No entanto, a concentracdo sérica dessas enzimas em alguns grupos
estava acima da concentracdo sérica do grupo CNN. Ja para alanina aminotransferase (ALT)
apenas o grupo diabético tratado com o derivado LQM 140 apresentou diferenca estatistca
significativa quando comparada a concentracao do grupo CNN (Figura 30).

Os niveis séricos de AST, ALT e GGT estiveram abaixo do encontrado nos animais do
CND, sugerindo que o uso dos derivados aminoguanidinicos nao ter provocado uma
hepatoxicidade, corroborando com os achados no estudo de Sarmento (2016). Vale salientar
que estes parametros tendem a se elevar também pela influéncia da anestesia e estresse
muscular os quais os ratos sdo submetidos para a coleta de sangue.

AST e ALT sdo enzimas intracelulares presentes nos hepatocitos e de escolha para o
auxilio de diagndstico. Estas catalisam a conversdo de aspartato e alanina em oxaloacetato e

piruvato, respectivamente e sao parametros Uteis na avaliacdo das lesbes (MOTTA, 2009).
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Nos portadores de diabetes os niveis séricos das enzimas hepaticas TGO e TGP séo
aumentados. Concentracdes séricas elevadas das transaminases pode ser um indicio de
alteracdes hepaticas e doencas cardiovasculares e sendo observadas com maior fequéncia
entre os diabéticos do que o ndo diabético (ARKKILA et al., 2001; FERNANDES et al.,
2010). Estas alteracGes podem ser explicadas por que essas enzimas sao requeridas quando ha
aumento do metabolismo energético, uma vez que desempenham um importante papel na
gliconeogénese (FERNANDES et al., 2010).

A GGT é uma enzima responsavel pelo catabolismo extracelular da glutationa
(EMDIN et al., 2005). Sendo produzida em diferentes tecidos, entretanto, a grande parte
presente no soro é proveniente do figado (EMDIN et al., 2005). Através de mecanismo ainda
ndo muito bem esclarecido, pacientes com: diabetes, hipertireoidismo, artrite reumatoide e
doenca pulmonar obstrutiva cronica geralmente possuem concentragdes elevadas de GGT. O
nivel aumentado de GGT nestes individuos esta diretamente relacionado ao aumento do
estresse oxidativo, uma vez que a glutationa é uma das principais enzimas antioxidantes
(HAGHIGHI et al., 2011).

No que diz respeito as concentracfes sericas de fosfatase alcalina (ALP) houve
diferenca estatistica em todos os grupos diabéticos, exceto para o grupo tratado com o0 LQM
141, pode ser observado também que 0s grupos de animais normais apresentaram aumento na
concentracdo serica (Figura 30). Apesar da variagdo na concentracdo sérica da fosfatase
alcalina em todos os grupos estudados, ainda assim encontram-se dentro do limite de
normalidade (56 - 153 U/L) (LIMA et al., 2014).
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Figura 30 - Niveis plasmaticos de AST/TGO (aspartato aminotransferase), ALT/TGP (alanina
aminotransferase), GGT (Gamaglutamiltranspeptidase), bilirrubina total e direta, fosfatase
alcalina de ratos Wistar tratados com os derivados aminoguanidinicos e seus respectivos

controles.
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Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=5/grupo). ANOVA, seguida pelo teste de
Newman-Keuls para comparacdo dos diferentes grupos. * Diferente em relacdo ao grupo CNN. #

Diferente em relacéo ao grupo CND, considerando p<0.05.

Fonte: GOMES, 2019.
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5.4.3.2. Avaliacdo do perfil lipidico sérico

Os valores de colesterol total, colesterol HDL e trigilcerideos nédo diferiram
estatisticamente na comparacdo entre 0s grupos diabéticos tratados com os derivados
aminoguanidinicos (Figura 31).

No que reporta ao metabolismo de lipideos a deficiéncia de insulina no diabetes, leva a
uma alteracdo no metabolismo lipidico, provocando aumento de triglicerideos plasmaticos,
provavelmente em decorréncia da elevada sintese de triglicerideos a partir dos acidos graxos
que chegam ao figado, em virtude de maior lipélise no tecido adiposo (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002). Com isso, uma das complicagGes mais encontradas nos portadores
de DM séo as dislipidemias, que levam a graves riscos para 0s problemas cardiovasculares,
principal responsavel pela reducdo da sobrevida de pacientes com DM, sendo considerada a
causa mais frequente de mortalidade por englobar varios distarbios vasculares (YADAV et
al., 2005).

Neste estudo, todos o0s grupos diabéticos tratados com o0s derivados
aminoguanidinicos, promoveram reducdo numérica do colesterol total e dos triglicerideos
quando comparados com 0s grupos normais. O estudo de Sarmento (2016) verificou o efeito
dos derivados aminoguanidinicos em ratos diabéticos, também reduzindo colesterol total e
triglicerideos (p<0,05) em comparagdo com o grupo CND. Por meio desses resultados pode-
se sugerir que os derivados aminoguanidinicos possam ter atividade protetora em relagcdo ao
perfil lipidico, uma vez que seu uso manteve os niveis do colesterol HDL (protetor contra
doencas cardiovasculares) e diminuiu dos niveis de colesterol toral e triglicerideos séricos
(niveis aumentados podem causar ou agravar as doengas cardiovasculares). Entretanto, esta
hipdtese necessita ser investigada de forrma mais aprofundada nos modeles de animais de

dislipidemia.
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Figura 31 - Niveis plasmaticos de Colesterol total, Colesterol HDL e Triglicerideos de

ratos Wistar tratados com os derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.
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Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=5/grupo). ANOVA, seguida pelo teste de
Newman-Keuls para comparacdo dos diferentes grupos. * Diferente em relagdo ao grupo CNN. #

Diferente em relacéo ao grupo CND, considerando p<0,05.

Fonte: GOMES, 2019.
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5.4.4. Avaliacdo do Hemograma

A avaliacdo das possiveis alteracGes dos parametros hematologicos pode ser utilizada
para identificar os efeitos causados por substancias quimicas, sobre os constituintes do
sangue. Estas servirdo para identificar as possiveis alteracdes nos niveis de biomoléculas, tais
como enzimas, produtos metabdlicos, hematologia, funcionamento dos &rgdos
(MAGALHAES et al., 2008; OYEDEMI et al., 2011).

O tratamento com estreptozotocina ndo levou ao aumento da contagem de hemacias e
hematocito nos grupos diabéticos ou ndo diabéticos tratados com os derivados
aminoguanidinicos (Tabela 13). Ao contrério do que ocorreu com as hemécias e hematocrito,
0 tratamento com estreptozotocina diminuiu a contagem de plaquetas na maioria dos grupos
diabéticos e aumentou a quantidade de leucocitos nestes grupos, apesar destas alteracdes ndo
ser estatisticamente significativa, 0 que pode estar relacionado ou ndo com o aumento dos
niveis glicémicos ou uma possivel toxicidade induzida pela estreptozotocina.

Neste estudo todos os grupos foram manipulados da mesma forma a fim de evitar a
interferéncia do estresse como possivel varidvel, tendo em vista que o estresse e anestesia
podem alterar significativamente alguns parametros hematologicos e bioquimicos (ORTIZ,
2012).

Os resultados hematoldgicos mostraram que os valores de referéncia dos ratos da
linhagem Wistar foram similares aos valores de referéncia para humanos, exceto a quantidade
de hemaécias e de plaquetas. Os quais possuem uma quantidade maior destes dois parametros,
inferindo uma maior viscosidade ao sangue e consequentemente rapida coagulacéo.

Segundo Espeschit (2010), a hemoglobina sérica varia de 11 a 19 g/dL para os ratos
Wistar, corroborando com os achados neste estudo. Assim como, os demais parametros estdo
dentro dos parametros descritos na literatua (MARTIS et al. 2009; ROCHA et al., 2012;
VIVAS, 2014).
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Tabela 13 - Efeito da administrac@o dos derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles sobre os parametros hematoldgicos de ratos Wistar

(n=3) a) série vermelha e b) plaquetas e série branca.

C)  SERIE VERMELHA

SERIE VERMELHA

GRUPOS HEMACIAS HEMOGLOBINA HEMATOCRITO VCM HCM CHCM RDW
(x10°/mm°) (g/dL) (%) (1) (P9) (g/dL) (%)

CNN 9,13+0,13 16,0 +0,10 51,0 £ 0,65 56,0 + 0,28 17,6 0,15 31,5+0,21 153+0,21°
CND 9,46 +0,32 16,4 +0,32 56,7 +2,12 60,0 + 1,53 17,4 +0,29 29,2 +0,68" 17,7 0,29
LQM 103 - N 8,7+0,16 15,6 +0,29 43,3 + 4,50" 56,4 +0,21" 17,9+0,14 31,8 +0,14"  14,0+0,26
LQM 103 -D 95+0,2 16,6 £ 0,25 55,8 + 1,44 59,3 + 0,48 17,5+0,16 29,6027  18,0%0,28"
LQM 130 - N 8,9 +0,06 16,0 £0,17 51,2 +0,72 57,2 +0,46 17,9 +0,07 31,3 +0,14" 157 +0,21%
LQM 130 -D 9,3+0,11 16,1 +0,17 54,4 +0,50 57,6 +0,58 17,3+0,10 30,0+029  188+0,20™
LQM 140 - N 8,3+0,24 13,6 +0,637* 47,6 +1,61 57,3+0,33 16,3+0,35" " 284+0,45 157 +0,44"
LQOM 140 - D 8,44 + 0,40 14,7 £0,72 495+1,33 59,4 + 1,44 17,4 £ 0,22 288+0,417" 19,040,727
LQOM 141 -N 9,48 +0,48 17,1+ 0,80 54,0 +2,92 57,0 +0,33 18,1 +0,16 31,7 £0,24" 155 +0,70™
LQM 141 -D 9,67 +0,29 16,8 + 0,42 54,9 + 1,54 56,8 + 0,38 17,3+0,15 30,5+0,19 17,8 +0,53"
AMINOGUANIDINA — N 9,82 £0,19 15,6 0,21 50,3 +0,99 56,4 +0,32° 17,3+0,16 30,9+0,25°  15,2+0,37%
AMINOGUANIDINA — D 9,91 +0,29 17,5 +0,58 57,4 +1,90 58,5 + 0,46 17,7+0,13 30,2 £ 0,46 18,2 +0,18"
GLIMEPIRIDA 9,33+0,11 16,3 £0,24 54,0 £ 0,90 57,9 +0,41 17,5 0,07 30,2 0,16 18,2 +0,18”

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=5/grupo). ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls para comparacéo dos diferentes grupos. *

Diferente em relacdo ao grupo CNN. # Diferente em relacdo ao grupo CND, considerando p<0.05.
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SERIE BRANCA

WBC Bastdo Segmentados Linfdcitos Mondcitos Eosinofilos Basofilos
GRUPOS PLAQUETAS  (XLO7mMmY) o %) %) %) %) %)
CNN 778 £41.4 6,2+0,31 - 15 78 7 -- -
CND 811 + 83,33 8,0+ 0,56 - 21 73 4 -- -
LOM 103 —-N 789 +£21,73 4,3+0,16 - 18 77 5 -- -
LQM 103 -D 670 £ 29,80 7,3+1,82 - 15 79 6 -- -
LQM 130 - N 756 + 32,80 4,6 £0,25 - 15 78 6 1 -
LQM 130-D 689 + 30,32 59+0,57 - 20 74 6 -- -
LQM 140 - N 642 + 62,70 5,6+0,33 - 20 73 6 1 -
LQM 140-D 820 + 30,19 7,4+159 - 24 70 6 -- -
LQM 141 -N 812 + 38,28 48+0,21 - 16 79 7 -- -
LQM 141 -D 613 + 42,55 7,7+1,50 - 26 70 4 -- -
AMINOGUANIDINA - N 773 £27,51 55+0,42 - 20 77 3 -- -
AMINOGUANIDINA - D 656 + 64,84 57051 - 20 78 2 -- -
GLIMEPIRIDA 614 + 30,19 7,5+0,80 - 17 80 3 -

Os dados representam a média * erro padrdo da média (n=5/grupo). ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls para comparacao dos diferentes grupos. *

Diferente em relacéo ao grupo CNN. # Diferente em rela¢do ao grupo CND, considerando p<0.05. Fonte: GOMES, 2019.
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5.4.5. Pardmetro histopatoldgico

Na analise macroscopica dos oOrgaos (figado, rins e pancreas) ndo foi observado
alteracBes nos 6rgdos, como também alteracdes de peso dos animais diabéticos e ndo
diabéticos tratados com os derivados aminoguanidinicos (Tabela 14). As diferencas de massa
podem ser explicadas devido a variagdo do peso corporal dos animais de alguns grupos.

De acordo com Ortolan et al. (2010), ao estudar o rim de ratos induzidos ao diabetes
por STZ observou que apds 50 dias da inducdo, houve um aumento no peso dos rins, no
comprimento dos tabulos contorcidos proximais e no comprimento dos tlbulos contorcidos

distais, 0s quais se reveleram anormais no cortex e na faixa externa da medula.

Tabela 14 - Peso absoluto (g) dos drgdos dos ratos Wistar tratados com os derivados

aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

PESO DOS ORGAOS

GRUPOS FIGADO RIM PANCREAS
CNN 7,1+0,15 1,0 £0,10 0,13 + 0,04
CND 7,8+057 0,97 £ 0,05 0,09 + 0,02
LQM 103 - N 7,1+0,77 1,05 0,03 0,11 £0,03
LQM 103 -D 7,4+0,.21 0,99 + 0,02 0,11 £0,01
LQM 130 - N 7,1+0,18 1,05 +0,1 0,11 +0,03
LQM 130 -D 7,0+0,24 1,02 £ 0,02 0,12 +0,02
LQM 140 —N 6,9 + 0,36 1,02 £ 0,04 0,15 0,05
LQM 140 -D 7,5+0,25 0,99 +0,08 0,12 +0,07
LQM 141 —N 7,4+0,32 1,08 £0,05 0,12 +£0,03
LQM 141 -D 7,7+0,18 0,97 £ 0,02 0,10 +£0,01
AMINOGUANIDINA — N 7,1+0,45 1,05 + 0,04 0,15 + 0,06
AMINOGUANIDINA - D 7,1+0,18 1,05 0,05 0,16 0,02
GLIMEPIRIDA 7,9+0,19 1,0 +0,04 0,18 £ 0,01

Os resultados dos grupos experimentais (n=5) foram representados como média + erro padréo da

média (E.P.M.). ANOVA e pos-teste de Newman-Keuls, considerando p<0.05. Fonte: GOMES, 2019.
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O DM ¢é um grupamento de disturbios metabdlicos resultante de uma interacéo
variavel de fatores hereditarios e ambientais, sendo caracterizada por secrecdo anormal de
insulina ou receptor de insulina ou eventos pds-receptores que prejudica o metabolismo, de
carboidratos, proteinas e lipideos, além de danificar o figado, rim e células do péancreas
(BAYNES, 1991; CUPPARI, 2014; OBOH; ADEMILUYI; FALOYE, 2011; SINGH et al.,
2005).

A STZ através da acdo dos radicais livres causa toxicidade no figado, rins e pancreas,
sendo muitas vezes dificil determinar se a hepatotoxicidade observada é ocasionada pela
hiperglicemia, pelos efeitos toxicos e especificos da STZ sobre o tecido hepatico ou pela
combinacgéo desses dois fatores (SALES, 2011).

O pancreas endocrino pode ser examinado através do exame histolégico das ilhotas
pancredticas. As variacdes nos cortes histologicos corados por hematoxilina/eosina sao sutis e
a avaliacdo quantitativa, tecnicamente dificil. A parte enddcrina (ilhotas de Langerhans)
compreende cerca de 1% e 2% das células medindo entre 100 e 200 um de diametro, sendo,
no pancreas normal, 80% sdo células B, 15% células a e 4% células 8. As transformagdes
regenerativas das ilhotas podem ser observadas em animais tratados com substancias
diabetogénicas, podendo ser observadas em neonatos, apos agressao toxica. A hiperplasia das
ilhotas pode ser observada tanto em animais com idade avangada (espontaneamente) como em
animais tratados com substancias quimicas (OLIVEIRA, 2015).

Apoptose € um evento comum em animais diabéticos insulino dependentes apds o
tratamento com multipla dose de STZ. A administragdo da STZ acarreta lesdo grave do
pancreas, tal como uma diminuicdo do diametro das ilhotas do péncreas, provavelmente
devido a diminui¢do do numero B células (SEFI, 2011). Segundo Chavez et al. (2007), a
administracdo de STZ em ratos produz uma diminui¢do no numero de ilhotas no pancreas.

Com o objetivo de avaliar as possiveis alteracdes nos animais induzidos com STZ e
tratados com os derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles, o figado, rim e
pancreas dos animais foram submetidos a analise histopatoldgica. A avaliacdo foi feita de
maneira cega, ou seja, sem identificacdo dos grupos no momento da analise.

A avaliacdo histologica do figado do grupo ndo diabético tratado com os derivados
aminoguanidinicos mostrou focos de inflamagéo na maioria dos grupos nao diabéticos, exceto
para 0 LQM 103 que apresentou um quadro microscépico compativel com o observado no
CNN (Figura 32). No grupo com diabetes induzida tratados com os derivados
aminoguanidinicos apresentaram alteracGes semelhantes as observadas no grupo néo diabético

(Figura 33). O tratamento com os derivados aminoguanidinicos promoveu o aparecimento de
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inflamag&o moderada no grupo ndo diabético LQM 130 e nos grupos diabéticos glimepirida e
aminoguanidina.

Figura 32 - Analise histolégica hepatica de ratos Wistar ndo diabéticos tratados com o0s

derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

(A) CNN; (B) LQM 103 — 2 mg/kg; (C) LQM 130 — 2 mg/K=kg ; (D) LQM 140 — 2 mg/kg; (E) LQM
141 - 2 mg/kg ; (F) Aminoguanidina — 2 mg/kg. Coloracdo: hematoxilina-eosina. Aumento 20x/200x.
Fonte: GOMES, 2019.
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Figura 33 - Analise histologica hepatica de ratos Wistar diabéticos tratados com os derivados

aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

(A) CND; (B) LQM 103 — 2 mg/kg; (C) LQM 130 — 2 mg/kg ; (D) LQM 140 — 2 mg/kg; (E) LQM
141 - 2 mg/kg ; (F) Glimepirida — 2 mg/kg; (G) Aminoguanidina — 2 mg/kg. Coloracdo: hematoxilina-
eosina. Aumento 20x/200x. Fonte: GOMES, 2019.
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Nas figuras 34 e 35 estdo apresentados as fotomicrografias do rim de animais
normais e portadores de diabetes induzida, respectivamente, submetidos ao tratamento com
diferentes derivados aminoguanidinicos. A avaliacdo do rim mostrou padrdo sem alteragdes
nos animais normais, exceto para os grupos LQM 130, LQM 140 e aminoguanidina ndo
diabético que apresentou um processo inflamatério. J& nos animais com diabetes induzida
verificou processo inflamatério em todos os grupos tratados com os derivados
aminoguanidinicos, até mesmo para o grupo tratado com glimepirida, além de areas de

alteracBes glomerular no grupo aminoguanidina diabético.

Figura 34 - Analise histoldgica renal de ratos Wistar ndo diabéticos tratados com os

derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

(A) CNN; (B) LOM 103 — 2 mg/kg; (C) LQM 130 — 2 mg/kg ; (D) LQM 140 — 2 mg/kg; (E) LQM
141 — 2 mg/kg ; (F) Aminoguanidina — 2 mg/kg. Coloragéo: hematoxilina-eosina. Aumento 20x/200x.
Fonte: GOMES, 2019.
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Figura 35 - Analise histolégica renal de ratos Wistar diabéticos tratados com os

derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

(A) CND; (B) LOM 103 -2 mg/kg; (C) LQOM 130 — 2 mg/kg ; (D) LQM 140 — 2 mg/kg; (E) LQM
141 - 2 mg/kg ; (F) Glimepirida — 2 mg/kg; (G) Aminoguanidina — 2 mg/kg. Coloragéo: hematoxilina-
eosina. Aumento 20x/200x. Fonte: GOMES, 2019.

De acordo estudo de Silva, Lobo e Bastos (2015), as alteracdes histopatoldgicas dos
rins de ratos wistar diabéticos, incluem a presenca de alteracfes na morfologia renal, sendo
caracterizadas por degeneracgdes glomerulares e nos tabulos distais. Além disso, ha a presenca
de ndcleos picndticos, tamanho reduzido e cromatina extremamente condensada. Como
consequéncia, ha perda da funcdo celular e provavel morte celular, acarretando, em longo
prazo, a nefropatia diabética.

As alteracGes nos 6rgdos em estudo ndo foram caracteristicas de alteragdes renais, uma

vez que a diabetes é uma doenca cronica, e as manifestacfes patoldgicas sobre os rins estéo
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nitidamente relacionadas ao tempo do hospedeiro as anormalidades metabolicas causadas pela
doenca, sendo entdo necessaria prolongada hiperglicemia para produzir mudancas
histologicas caracteristicas da nefropatia diabética, corroborando com os achados de outros
pesquisadores, 0s quais encontraram alteracdes nos rins de ratos diabéticos induzidos por
estreptozootocina em tempo superior ao periodo experimental realizado neste estudo
(GREEVSKA & POLENAKOVIC, 2001; MENSAHBROWN et al., 2005; OBINECHE et al.,
2001).

As caracteristicas histolégicas do pancreas dos grupos analisados estdo ilustradas nas
figuras 36 e 37. Nos grupos experimentais este 6rgdo, mostrou-se envolvido por cépsula de
tecido conjuntivo denso que originou septos, dividindo-o em Iébulos constituidos por acinos
serosos, ilhotas de Langerhans e por ductos intercalares revestidos por epitélio simples
cubico, tributarios de ductos interlobulares maiores forrados por epitélio simples cilindrico.
Nos septos interlobulares, evidenciavam-se ductos interlobulares, arteriolas, capilares,
vénulas, vasos linfaticos, adipocitos. As ilhotas de Langerhans apresentavam-se como
aglomerados imersos no tecido pancreatico exocrino, constituidos por células epiteliais
poligonais ou arredondadas, dispostas em corddes separados por capilares fenestrados que
recebem os horménios por elas produzidos, classificando-se assim como glandula endécrina
cordonal. Estas evidéncias estdo em conformidade com as descri¢des de Junqueira e Carneiro
(2008).

No que diz respeito a inducdo do Diabetes mellitus, Furlan (2001) relatou que grande
parte das alteracdes que aparecem apds o tratamento com estreptozootocina € decorrente de
sua acdo toxica sobre as células B, ao se acumular nas por¢des centrais das ilhotas
pancreaticas.

A analise histologica do pancreas, a microscopia de luz, ndo permitiu a observacéo de
diferencas morfoldgicas entre os grupos, o que pode ser justificado pelo periodo experimental
possivelmente curto para o aparecimento de alteragcfes visiveis neste tipo de avaliacdo, o que
justifica a realizacdo de pesquisas mais aprofundadas.
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Figura 36 - Andlise histologica do pancreas de ratos Wistar diabéticos tratados com os derivados

aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

(A) CND; (B) LQM 103 — 2 mg/kg; (C) LQM 130 — 2 mg/kg ; (D) LQM 140 — 2 mg/kg; (E) LQM
141 — 2 mg/kg ; (F) Glimepirida — 2 mg/kg; (G) Aminoguanidina — 2 mg/kg. Coloracéo: hematoxilina-
eosina. Aumento 20x/200x. Fonte: GOMES, 2019.
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Figura 37 - Analise histolégica do pancreas de ratos Wistar ndo diabéticos tratados com os

derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles.

(A) CNN; (B) LQM 103 — 2 mg/kg; (C) LQM 130 — 2 mg/kg ; (D) LQM 140 — 2 mg/kg; (E) LQM
141 — 2 mg/kg ; (F) Aminoguanidina — 2 mg/kg. Coloragéo: hematoxilina-eosina. Aumento 20x/200x .
Ilhota de Langerhans (IL) e vaso linfatico (VL). Fonte: GOMES, 2019.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As substancias derivadas da aminoguanidina apresentaram uma grande diversidade de
substituintes, podendo fazer-se uma boa relagdo estrutura atividade identificar padrdes
estruturais simples e importantes, uma vez que ainda é incipiente a relacdo entre a estrutura
quimica e a atividade antiglicante dos derivados aminoguanidinicos. Procurou-se planejar
moléculas que fossem sinteticamente simples e que, por consequéncia, pudessem gerar
processos industriais economicamente viaveis.

Os compostos LQM 103, LQM 130, LQM 140 e LQM 141 apresentaram os melhores
resultados antiglicante, com respectivamente 95, 94, 98 e 99% de inibicdo dos AGEs durante
0s 56 dias de incubacdo, demonstrando terem um forte potencial anti-AGE. Os resultados do
MTT indicaram que dos derivados aminoguanidinicos testados ndo apresentaram
citotoxicidade frente a fibroblatos 3T3 nas concentragdes de 10 e 100 uM. Apenas o
composto LQM 98 LQM 98 apresentou citotoxicidade na concentragcdo de 10 pM frente a
células de macrofagos J774A.1, apesar deste composto esta entre os que apresentaram 70% de
inibicdo da formacéo de produtos finais de glicacdo avancada.

Os compostos mais promissores foram selecionados para o estudo in vivo de
toxicidade aguda e antidiabética. Nao foi observado evidéncias de toxicidade aguda em niveis
comportamentais ponderais, hematoldgicos, bioquimicos soroldgicos e histoldgicos.

No ensaio antidiabético os derivados aminoguanidinicos promoveram uma reducédo
glicémica nos animais tratados em até 60%. Desta forma, pode-se inferir que os derivados
aminoguanidinicos LQM 140 e LQM 141 foram os mais promissores voltados a atividade
antiglicante e antidiabética. No entanto, mais estudos necessitam ser realizados para
compreender melhor a relacdo entre DM, atividade antiglicante dos derivados
aminoguanidinicos, visando elucidar os mecanismos de acdo e estabelecer o potencial
terapéutico desses compostos para 0s pacientes diabéticos e prevenir as complicacdes cronicas
que acompanham a hiperglicemia.
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Dentre as perspectivas da continuacdo do trabalho destacam-se:

> Avaliar a cicatrizacdo in vitro dos derivados aminoguanidinicos;
> Avaliar a cicatrizacdo in vivo dos derivados aminoguanidinicos em ratos Wistar;

> A partir dos compostos que apresentaram resultados promissores novas estratégias de

planejamento;
> Avaliar a atividade biol6gica destes novos compostos através dos métodos

empregados neste estudo.
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