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RESUMO

O diabetes leva a complicagbes vasculares provenientes de alteragdes bioquimicas
geradas a partir do acumulo dos produtos finais da glicacdo avangada (AGEs). A
aminoguanidina é um anti-AGE em estudos clinicos de fase Ill, porém seu uso crénico
pode levar a nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. Por isso, modificagbes estruturais
foram realizadas na molécula da aminoguanidina, originando dezenove derivados, 0s
quais foram avaliados para a sua agdo antidiabética e/ou antiglicante em ratos
diabéticos. Para tanto, realizou-se inicialmente o teste de citotoxicidade in vitro pelo
ensaio colorimétrico com MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenilterazolium], em
macréfagos da linhagem J774A.1. Para avaliagdo da atividade antiglicante, os AGEs
foram produzidos in vitro a partir da jungédo de glicose com albumina sérica bovina
(BSA). Os derivados com melhor resposta in vitro foram submetidos a testes de
toxicidade aguda in vivo com concentragées de 2 mg / Kg, 10 mg /Kg e 100 mg /Kg
p.o. e, posteriormente, verificou-se o potencial antidiabético e antiglicante em ratos
Wistar com diabetes induzida por estrepzotocina (20 mg /kg, i.p.). Apds eutanasia,
foram retirados coracgao, rim e figado dos animais para exames histopatoldgicos e o
sangue para realizagdo do hemograma e dosagens bioquimicas. Os resultados
obtidos com o ensaio MTT indicaram que, dezessete dos dezenove derivados, nédo
mostraram qualquer efeito tdxico na concentragao de 10 uM, ou seja mantiveram 80%
ou mais de células viaveis. No ensaio para atividade antiglicante in vitro, treze desses
dezenove derivados conseguiram um percentual acima de 50 % de inibigdo na
formagédo de produtos finais da glicagdo avangada na concentragédo de 2 mg/mL,
sendo significativos quando comparados a aminoguanidina, na mesma concentragao.
Numa escala de doses, de 0,5 a 2,5 mg /mL, com leitura dos percentuais de inibi¢gdo
a cada sete dias por 49 dias, o derivado LQM 13 atingiu até 94,6% de inibigao,
enquanto que a aminoguanidina inibiu até 74% de AGEs, na concentragdo de 1,0
mg/mL. Nos estudos in vivo os derivados LQM 3, LQM 13 e LQM 15 néo foram toxicos,
Ou seja, 0s animais nao perderam peso, nem apresentaram alteragdes
comportamentais, nem bioquimicas ou histolégicas que pudessem ser atribuidas ao
uso dos derivados. Nos testes para atividade antidiabética e antiglicante, esses trés
derivados conseguiram reduzir os valores de glicemia em até 65%, sendo
significativos quando comparados com a glimepirida (2 mg/kg, p.o.), droga padrao
utilizada. Além disso, os niveis de frutosamina e hemoglobina glicada se mantiveram
baixos nos grupos tratados com os derivados. A partir disso, foi possivel concluir que
os derivados estudados apresentam baixa citotoxicidade, tém potencial antiglicante
para AGEs-BSA, nao foram toxicos nas concentracées utilizadas e podem reduzir a
glicemia e os niveis de frutosamina e hemoglobina glicada em ratos diabéticos.
Portanto, estes representam protétipos de farmacos promissores, para que no futuro
seja possivel ter um produto capaz de reduzir os indices glicémicos e, ao mesmo
tempo ter acdo antiglicante, protegendo os individuos das complicagbes macro e
microvasculares do diabetes.

Palavras-chaves: aminoguanidina; diabetes; antiglicante; produtos finais da glicagao
avancgada.



ABSTRACT

Diabetes leads to vascular complications arising from biochemical changes generated
by accumulation of advanced glycation end-products (AGEs). Aminoguanidine is an
anti-AGE in clinical phase Il studies, but its chronic use can lead to nephrotoxicity and
hepatotoxicity. For this reason, structural changes were made in the aminoguanidine
molecule, originating nineteen derivatives, with which were evaluated for their
antidiabetic and / or antiglycation effects in diabetic rats. For this purpose, initially was
performed the in vitro cytotoxicity assay using the colorimetric assay with MTT [3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5 difenilterazolium] in the J774A.1 macrophage cell line. To
evaluate the antiglycation activity, AGEs were produced in vitro by combining glucose
with bovine serum albumin (BSA). The derivatives with the best outcome in vitro were
submitted to acute toxicity tests in vivo at concentrations of 2 mg/kg, 10 mg/kg and 100
mg/kg oral administration and, thereafter the antidiabetic and antiglycation potential
were checked in Wistar rats with diabetes induced by streptozotocin (20 mg/kg, i.p.).
After euthanasia, heart, kidney and liver were extracted from the animals and
submitted to histopathotological examination and blood for hemogram and
biochemical tests. The outcomes obtained from MTT assay indicated that seventeen
out of the nineteen derivatives did not show any toxic effect at the concentration of 10
MM, which means they kept 80% or more of viable cells. In antiglycation assay for in
vitro activity, thirteen of these nineteen derivatives got above 50% of inhibition in the
formation of advanced glycation end products in a concentration of 2 mg/ml, and
significant when compared to aminoguanidine at the same concentration. In a dose
range from 0.5 to 2.5 mg/m, with the reading of inhibition percentage every seven days
for 49 days, the derivative LQM 13 reached 94.6% of inhibition, while aminoguanidine
inhibited up to 74% of AGEs, at concentration of 1.0 mg/ml. In studies in vivo the
derivatives LQM 3, LQM 13 and LQM 15 were non-toxic, that means that the rats did
not lose weight, neither showed behavioral, biochemical nor histological changes that
could have been related to the use of derivatives. In tests for antidiabetic and
antiglycation activity, these three derivatives were able to reduce blood glucose levels
by up to 65%, being significant when compared to glimepiride (2 mg/kg, oral
administration), the standard drug used. Furthermore, the levels of fructosamine and
glycated hemoglobin remained lower in the groups treated with the derivatives. Based
on that, it was possible to conclude that the derivatives studied have low cytotoxicity,
have the antiglycation potential to AGEs-BSA, they were non-toxic at the
concentrations used and can reduce blood glucose, fructosamine levels and glycated
hemoglobin in diabetic rats. Thus, they represent promising prototype of drugs,
enabling the possibility of having in the future a product capable of reducing glycemia
and at the same time having antiglycation action, protecting individuals from macro
and microvascular complications of diabetes.

Key words: aminoguanidine; diabetes; antiglycation; advanced glycation end-products.



RESUMEN

La diabetes provoca complicaciones vasculares provenientes de alteraciones
bioquimicas generadas a partir de la acumulacién de los productos finales de la
glicacion avanzada (AGEs). La aminoguanidina es un anti-AGE en estudios clinicos
de fase lll, sin embargo su uso crénico puede conducir a la nefrotoxicidad y
hepatotoxicidad. Por eso, modificaciones estructurales fueron realizadas en la
molécula de la aminoguanidina, originando diecinueve derivados, con los cuales
fueron evaluados su accion antidiabética y/o antiglucemiante en ratas diabéticas. Para
tal, se realizé inicialmente la prueba de citotoxicidad in vitro a través del ensayo
colorimétrico con MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio], que es un
macrofago de linaje J774A.1. Para evaluacion de la actividad antiglucemiante, los
AGEs fueron producidos in vitro a partir de la uniéon de glucosa con albumina sérica
bovina (BSA). Los derivados con mejor respuesta in vitro fueron sometidos a pruebas
de toxicidad aguda in vivo con concentraciones de 2 mg/Kg, 10 mg/Kg y 100 mg/Kg
p.o.y, posteriormente, se verific el potencial antidiabético y antiglucemiante en ratas
Wistar con diabetes inducida por estreptozotocina (20 mg/kg, i.intrap.). Después de la
eutanasia, fueron retirados el corazon, el rindn y el higado, de las ratas para hacer
examenes histopatoldgicos, y la sangre para hacer el hemograma y las dosificaciones
bioquimicas. Los resultados obtenidos con el ensayo MTT indicaron que, diecisiete de
los diecinueve derivados, no mostraron ningun efecto tdxico en la concentracion de
10 uM, o sea mantuvieron 80% o mas de células viables. En el ensayo para actividad
antiglucemiante in vitro, trece de los diecinueve derivados consiguieron un porcentaje
arriba de 50 % de inhibicion en la formacion de productos finales de la glicacion
avanzada en la concentracion de 2 mg/mL, siendo significativos cuando comparados
a la aminoguanidina, en la misma concentracién. En una escala de dosificacion, de
0,5 a 2,5 mg/mL, con lectura de los porcentajes de inhibicion a cada siete dias durante
49 dias, el derivado LQM 13 alcanzé hasta 94,6% de inhibicidon, en cuanto que la
aminoguanidina inhibié hasta 74% de AGEs, en la concentracion de 1,0 mg/mL. En
los estudios in vivo los derivados LQM 3, LQM 13 y LQM 15 no fueron toxicos, o sea,
las ratas no perdieron peso, ni presentaron alteraciones de comportamiento, tampoco
bioquimicas o histolégicas que pudiesen ser atribuidas al uso de los derivados. En las
pruebas para actividad antidiabética y antiglucemiante, esos tres derivados
consiguieron reducir los valores de glucemia en hasta 65%, siendo significativos
cuando comparados con la glimepirida (2 mg/kg, p.o), que es la droga estandar
utilizada. Ademas de eso, los niveles de fructosamina y hemoglobina glucosilada se
mantuvieron bajos en los grupos tratados con los derivados. A partir de eso, fue
posible concluir que los derivados estudiados presentan baja citotoxicidad, tienen
potencial antiglucemiante para AGEs-BSA, no fueron toxicos en las concentraciones
utilizadas y pueden reducir la glucemia y los niveles de fructosamina y hemoglobina
glucosilada en ratas diabéticas. Por tanto, estos son prometedores prototipos de
farmacos, con los cuales en el futuro sera posible obtener un producto capaz de
reducir los indices glucémicos y, al mismo tiempo obtener una accion antiglucemiante,
protegiendo a los individuos de las complicaciones macro y micro vasculares de la
diabetes.

Palabras clave: aminoguanidina; diabetes; antiglucemiante; productos finales de la
glicacion avanzada.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus é visto como um grupo de doengas metabdlicas que
se caracteriza por hiperglicemia cronica, devido a defeitos na secre¢do ou agdo da
insulina, podendo também ser em ambos (WHO, 2011). A longo prazo, os individuos
acometidos tém maior risco de complicagbes, que envolvem as microangiopatias
sendo a retinopatia, a nefropatia e a neuropatia diabética e a macroangiopatia que é
a arteriosclerose das grandes artérias: artérias cerebrais, coronarias e dos membros
inferiores, levando-os a insuficiéncia renal, cegueira e amputagdées (ROSA et al.,
2014).

O diabetes atinge cerca de 346 milhdes de pessoas no mundo
configurando-se como uma epidemia mundial (OMS, 2011). No Brasil estimam-se um
contingente populacional de seis milhdes de portadores de diabetes, sendo a
associagdo entre diabetes e hipertensdo uma das principais causas de
hospitalizagdes no sistema publico de saude do pais (BRASIL, 2015).

Estima-se que as mortes por diabetes duplicardo entre 2005 e 2030. Sendo
gue mais de 80% das mortes por diabetes ocorrem em paises de baixa e média renda
(OMS, 2011). Ao contrario de paises desenvolvidos, no qual o diabetes atinge as
faixas etarias mais altas, ou seja na aposentadoria, nos paises em desenvolvimento
a faixa etaria mais atingida sao individuos entre 35 e 64 anos (ROSA et al., 2014).

No Brasil a mortalidade por idade e género em individuos com diabetes foi
57% mais alta que na populagdo em geral (SCHMIDT et al., 2011). E apesar de
campanhas e programas governamentais para detecgdo da doencga, ainda é baixo
conhecimento da populacdo sobre o diagnostico antes do surgimento das
complicagdes (BRASIL, 2015). A Federagao Internacional do Diabetes afirmou que
em 2015 cerca de 5 a milhdes de pessoas entre 20 e 27 anos, encontram-se sem

diagndstico no Brasil conforme a figura um.
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Figura 1 — Distribuicdo do numero de pessoas entre 20 e 79 anos vivendo sem o
diagnéstico do diabetes. FONTE: Federagéao Internacional do Diabetes, 2015.

Entre as teorias que explicam os danos celulares e teciduais que levam as
complicagdes da doenga, a formagdo e acumulagdo dos produtos de glicagao
avancada (AGEs do inglés, Advanced Glycatation end products) € considerada uma
das mais importantes (BARBOSA et al., 2008 CARVALHO et al., 2011).

Os AGEs sdo um grupo de moléculas heterogéneas produzidas por
reagOes bioquimicas formadas a partir da glicagdo de natureza ndo enzimatica de
proteinas, lipideos e acidos nucleicos (VENSKE, 2010).

A dieta é considerada a principal fonte exdgena de AGEs, os alimentos
industrializados, que sofrem tratamento térmico, além dos grelhados e frituras,
possuem altos niveis de AGEs (CAl et al., 2012). Ha evidéncias de que esses se
somam aos AGEs enddgenos, favorecendo o surgimento e a progressao das diversas
complicacgdes do diabetes (URIBARRI et al., 2010)

Os efeitos patologicos dos AGEs estao relacionados a capacidade destes
compostos de modificar as propriedades quimicas e funcionais das mais diversas
estruturas bioldgicas. Por meio da geragao de radicais livres, da formagéao de ligagdes
cruzadas com proteinas ou de interagcdes com receptores celulares. A interagéo dos

AGEs com o seu receptor (RAGE) pode ativar vias de sinalizagdo complexas, que
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causam estresse oxidativo, alteragbes morfofuncionais e aumento da expressao de
mediadores inflamatoérios (DELBIN et al., 2012)

Agentes com propriedades anti-AGE estado sendo atualmente investigados.
Os medicamentos investigados incluem aminoguanidina, aspirina, OBP 9195, ALT-
946, alagebriun também conhecido por ALT-711, metformina e bloqueadores de
receptor da angiotensina-ll que, embora nenhum deles tenha sido ainda aprovado
para indicagéo especifica como anti-AGE, alguns ja se encontram em fase pré-clinica
e clinica de testes (MONNIER, 2003; HUEBSCHMANN, 2006; ENGELEN et al., 2013).

A aminoguanidina € considerada um desses agentes anti-AGE. Ela se
encontra em fase de teste em humanos, pois previne a formagao de AGEs ao reagir
com produtos iniciais da glicagdo e demonstrou ser eficaz na melhora da proteindria,
na elasticidade dos vasos, na prevengéo da retinopatia diabética e no tratamento de
pacientes com nefropatia diabética. Porém, alguns efeitos colaterais sdo associados
ao seu uso crénico e incluem a maior incidéncia de hepatotoxicidade, glomerulonefrite
e a deficiéncia da vitamina B6, isso tém exigido pesquisas para o estabelecimento de
uma dosagem segura para sua utilizagdo terapéutica em portadores de diabetes
(HUEBSCHMANN, 2006; CARVALHO et al., 2011).

Ainda sdo necessarios estudos para a elucidagao de questdes estratégicas
relativas a repercussao dos anti-AGEs para a saude humana, em particular os seus
efeitos hepaticos e renais, de modo a estabelecer intervengdes eficazes que previnam
o surgimento de doengas cronicas ou melhorem a qualidade de vida dos milhées de
portadores desses males.

Neste contexto, o processo de descoberta de novos farmacos, atribuicdo
da Quimica Medicinal, caracteriza-se por sua complexidade, fruto da multiplicidade de
fatores que envolvem o planejamento molecular de novas estruturas capazes de
apresentarem os efeitos farmacolédgicos desejados, com biodisponibilidade adequada
ao seu emprego terapéutico, seguro e confiavel (SILVA, 2013).

O Bioisosterismo € uma estratégia da Quimica Medicinal utilizada para no
planejamento racional de novas drogas, sendo aplicado a uma substancia protétipo,
como um processo especial de modificagdo molecular de um atomo ou um grupo de
atomos por seu bioisOstero, na atividade biolégica original apresentada por um
farmaco, podendo ter a mesma ag&o, ou mesmo uma acgao antagdnica. A industria

farmacéutica obtém sucesso significante na descoberta de novos anélogos
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terapéuticos em diversas classes de farmacos a partir da modificagdo molecular
fundamentada no bioisosterismo (BARREIRO, LIMA, 2005; GOES et al., 2004).

Com a aplicagdo do bioisosterismo pode-se analisar a influéncia da
modificagdo de um atomo ou de um grupo de atomos por seu bioiséstero sobre a
atividade biolégica que o farmaco original apresenta, podendo ser mais ativo, ter acdo
idéntica ou mesmo antagbnica. Focalizando-se na busca por novos agentes
terapéuticos, este projeto utilizou dessas estratégias na busca de novos protétipos de
farmacos.

Para tanto utilizou-se como ponto de partida a estrutura da aminoguanidina,
a qual passou por processos de hibridagdo molecular e de bioisosterismo, como
estratégias de planejamento para tais modificagées. Buscando uma alternativa
terapéutica eficaz, de baixo custo e principalmente segura para o tratamento do

diabetes ou como um potencial inibidor dos produtos finais da glicagdo avangada.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes mellitus (DM) ndo é uma unica doenga, mas um grupo
heterogéneo de disturbios metabdlicos que apresenta em comum a hiperglicemia,
resultado de defeitos na agdo da insulina, na secregao de insulina ou em ambas. De
acordo com a Associagdo Americana de Diabetes (American Diabetes Association -
ADA\) para o diagnéstico de um individuo com DM é necessario ter pelo um menos um

dos quatro critérios apresentados na figura dois.

_ : : : : 4. Teste de
1. Hemoglobina 2. Glicemia ao 3. Glicemia de AT
licada acaso jejum folerancia a
g glicose*
Pre-diabetes ou Pré-diabetes ou
>6.5% = | 2200 mg/dL risco aumentado || risco aumentado
Diabetes mellitus + para o DM: para 0 DM: 140 a
100 a 125 mg/dL 200 mg/dL
Sintomas:
L Poliuria, || Normal: 70 a 99 || Normal:
polidipsia e perda mg/dL < 140mg/dL
de peso
| | Diabético: | | Diabético:
> 126 mg/dl| 2200 mg/dL

Figura 2 — Critérios definidos pela Organizacdo Mundial da Saude, Associagéo
Americana de Diabetes e Sociedade Brasileira do Diabetes para diagndstico do
Diabetes Mellitus.

*consiste na glicemia duas horas apds a ingestéo de glicose anidra (dextrosol)

O diabetes é basicamente classificado, de acordo com a etiologia, em
quatro classes clinicas: Diabetes mellitus tipo 1, Diabetes mellitus tipo 2, Diabetes
mellitus gestacional e outros tipos especificos de Diabetes (ADA, 2013; ABD, 2015).

O diabetes tipo 1 esta presente em 5 a 10% dos casos de diabetes. E uma
doenca autoimune, na qual ocorre uma degeneracdo progressiva das celulas 3
pancreaticas, mediada por células como linfécitos T e macréfagos. O individuo fica
com deficiéncia na agao e ou produgéo de insulina, levando a uma dependéncia de
injecbes de insulina exégena (FERREIRA et al., 2011). Os individuos com esta forma
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de DM necessitam do monitoramento constante, pois apresentam niveis variaveis de
deficiéncia de insulina no decorrer do dia podendo leva-lo a consequéncias fatais
agudas, tais como, a hiperglicemia, a cetoacidose ou a sindrome hiperosmolar ndo
cetotica. (PASQUALOTTO et al., 2012; ABD, 2015).

O diabetes tipo 2 prevalece em 90% a 95% dos casos e se caracteriza pelo
declinio da fungéo das células B pancreaticas, sendo causado por duas condi¢des: a
resisténcia a insulina e a disfungao na secregéo de insulina. Este tipo de diabetes esta
associado ao sedentarismo, a ma alimentagdo, que tem como consequéncia
obesidade, hipertensdo arterial e dislipidemia, as quais ocasionam, frequentemente,
doencgas cardiovasculares e neuropatias (LEON, MADOXX, 2015).

O tratamento para o diabetes tipo 2 necessita de uma modificagéo de rotina
diaria, com mudancga para uma ingesta alimentar hipocaldrica e com restricdo de
acucar, além de realizacao de atividade fisica visando a diminuigdo na concentracdo
de glicose sanguinea. Associado a isto, quando o individuo ndo responde ao
tratamento n&o medicamentoso, deve este ser associado a terapéutica
medicamentosa com os antidiabéticos orais (PASQUALOTTO et al., 2012).

Ja a diabetes gestacional, ocorre em cerca de 7% de todas as gestagdes e
€ determinada pela diminuigdo da tolerancia a glicose durante o periodo gestacional.
Este fator esta associado a gravidez que ocorre em uma idade mais avangada, maior
paridade, maior peso pré gestacional e indice de massa corporal (IMC) elevados,
histéria de diabetes em parentes de primeiro grau e um histérico de diabetes
gestacional. Apos o parto os niveis de glicose retornam aos seus valores de
normalidade (ADA, 2013; KAMPMANN et al., 2015).

Na categoria de “outros tipos de diabetes” estdo uma série de condigbes
que podem levar o individuo a apresentar os sintomas do diabetes, tais como: defeitos
genéticos da fungao das células 3, conhecido como MODY (Maturity Onset Diabetes
of the Young), o qual acomete pessoas com menos de 25 anos, porém diferencia-se
do diabetes tipo 1 por nao apresentar dependéncia de insulina; outros defeitos
genéticos; endocrinopatias; doengas que atacam diretamente o pancreas exdcrino,
tais como pancreatite, neoplasias, fibrose cistica etc, além de alguns tipos de drogas
que levam quimicamente a esta condigdo (FERREIRA et al., 2011; ADA, 2013).

Os sintomas de complicagées agudas do diabetes séo: poliuria, polidpsia,
polifagia, emagrecimento e perda da forga, mais comuns antes do diagnostico e
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presentes principalmente em diabéticos do tipo 1. Contudo, em grande parte dos
casos, os portadores de diabetes tipo 2 sdo assintomaticos no inicio da doencga,
podendo evoluir sem praticamente nenhum sintoma por muitos anos, apresentando
apenas hiperglicemia de jejum ou pés-prandial (PASQUALOTTO et al., 2012).

Essa hiperglicemia crénica pode levar, a longo prazo, a uma série de
complicagbes de ordem vascular, que levam a disfung¢éo, dano ou faléncia de varios
orgaos. Muitos diabéticos sé descobrem ser portadores da doenga quando
complicagdes macro ou microvascular surgem. Estudos mostram que das pessoas
com diabetes, 46,5% desconheciam o fato de serem portadores desta doenca
(BRASIL, 2013).

A doenga macrovascular causa aterosclerose acelerada entre os
diabéticos, resultando em aumento do risco de infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral e gangrena de extremidades inferiores, enquanto que os efeitos das doencgas
microvasculares sdo mais evidentes na retina, rins € nervos periféricos. Entre as
teorias que explicam essas complicagdes nos individuos diabéticos, a principal delas,
responsavel por elucidar esses danos celulares e teciduais observados, é a formagao
dos produtos finais da glicagcdo avangada, ou simplesmente AGEs (BARBOSA et al.,
2008; NENNA et al., 2015).

2.2 PRODUTOS FINAIS DA GLICACAO AVANCADA (AGEs)

Os AGEs sao resultantes de ligagdes ndo enzimaticas entre agucares
redutores, seus produtos de oxidagao ou lipidios oxidativos com grupos amino de
proteinas ou acidos nucleicos, formando dentro de algumas horas a base de Schiff
que é instavel. Esse tipo de reacao é conhecida como glicosilagdo nao-enzimatica ou
glicagéo (BARBOSA, OLIVEIRA, SEARA, 2009; HEGAB et al., 2012).

Este produto ao longo de semanas, sofre um processo bioquimico lento de
reag6es complexas como, a reorganizagao, desidratagdo e condensacgao formando
um composto mais estavel chamado de produtos de Amadori, que ainda é reversivel.
Nesse estagio, se houver uma diminuicao dos niveis glicémicos, o processo pode ser
interrompido e ndo ha a formagao de AGEs (MUTHENNA et al., 2012).

Ao longo de meses e anos, na permanéncia da hiperglicemia, os produtos
de Amadori sofrem novas alteragées estruturais para, finalmente, tornarem-se

altamente estaveis formando o AGE (Figura trés). Todo esse processo é chamado de
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Reacédo de Maillard, que foi descoberta mesmo antes de haver correlagdo com
qualquer complicagéo do diabetes (KERBAUY, 2008; YAMAGISHI, 2011).

(Protein ) ( Protein) (Protein )
— e —
NH. N NH
|| o
Hx 20 g i
| Condensation tlj Amadori T -
H- ~'.|3 - OH H,0 H l OH rearrangement |
OH— C— H ——* OH—C-H - s (i:_H
| |
+H.O H— C— OH
H= C— OH : '"'_‘In""OH '
| -
| |
oo - CH,OH
Glucose Schiff base Amadori compound

wee

Figura 3 — Formagao dos AGEs - Reagéo de Maillard. FONTE: adaptado de STIRBAN,
GAWLOWSKI, RODEN, 2014.

Um exemplo de produtos de Amadori € a hemoglobina glicada (HbA1c) e a
frutosamina que sdo marcadores uUteis para monitoramento do controle glicémico, para
observagao da glicagdo da hemoglobina com a glicose e da albumina com glicose,
respectivamente. Nem fructosamina, nem HbA1c sdo AGEs. No entanto, estes
produtos de Amadori sdo capazes de sofrer outras reagdes que eventualmente levam
a formagéo dos AGEs. Essas proteinas, quando glicadas, diminuem a sua fungéo na
corrente sanguinea (BARLOVIC, SORO-PAAVONEN, JANDELEIT-DAHM, 2011)

Pode-se afirmar que uma grande quantidade de AGEs ja advém ao
organismo da ingestdo de alimentos industrializados, os quais foram submetidos a
altas temperaturas e baixa umidade, ou seja, alimentos fritos, grelhados ou assados
a cerca de 230°C, mesmo que durante um curto periodo de tempo. Os niveis de AGEs
desse tipo de alimento € muito mais elevevado, quando comparado com alimentos
cozidos em meio liquido (GOLDBERG et al., 2004).
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Com o habito do tabagismo, os AGEs sdo produzidos e volatilizados pela
combustdo do fumo, sendo absorvidos nos pulmées, podendo também interagir com
proteinas séricas (STIRBAN, GAWLOWSKI, RODEN, 2014).

Esses podem ser chamados de AGEs exdgenos, os quais se somam no
organismo aos AGEs endoégenos, que tem agdo no meio intra ou extracelular,
causando danos irreversiveis as células, favorecendo a progressao das diversas
complicagdes do diabetes. (BARBOSA, OLIVEIRA, SEARA, 2009).

Até entdo achava-se que os AGEs eram responsaveis apenas pelas
complicagbes do diabetes, recentemente descobriu-se que os AGEs levam a
resisténcia a insulina e consequentemente agem também na formacgao do diabetes,
devido a sua atuagao nas células B pancreaticas (CAl et al., 2012).

A literatura reconhece trés mecanismos de danos causado pelos AGEs as
células, séo eles:

¢ Modificagdo de estruturas intracelulares: com a formagéao dos AGEs dentro

do espaco intracelular, pode haver alteracbes gendmicas, devido a

interacdo com nucleotideo, histonas ou proteinas envolvidas na transcrigao

génica.
e Interagdo com proteinas da matriz extracelular e membranas basais: neste
caso ha o comprometimento da conformagédo geométrica das proteinas da

matriz, diminuicdo da solubilidade e digestibilidade enzimatica, levando a

anormalidades estruturais e funcionais irreversiveis. Propicia alteragbes na

membrana basal, além de levar a diminuicdo da adesdo das células
endoteliais a matriz.

¢ Modificagao de proteinas e lipideos sanguineos: proteinas circulantes
modificadas por AGEs podem se ligar e ativar os receptores de AGEs (por
exemplo, o receptor RAGE), alterando, assim, a producdo de citocinas
inflamatdrias e fatores de crescimento, que por sua vez causam danos nos
tecidos.

Ou seja, as altas concentragGes plasmaticas de glicose, caracteristicas do
diabetes, levam a um aumento na geragéo de radicais livres, na formacgéao de ligagdes
cruzadas com proteinas ou nas interagdes com receptores celulares com os AGEs
que promovem, respectivamente, estresse oxidativo, alteragbes morfofuncionais e
aumento da expressdo de mediadores inflamatorios, tais como TNF-a, IL-6, e IL-B
(BARLOVIC,  SORO-PAAVONEN, JANDELEIT-DAHM, 2011;  STIRBAN,
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GAWLOWSKI, RODEN, 2014). Por essas caracteristicas, os AGEs agem com efeitos
fisiopatoldgicos em todos os érgdos e sistemas do individuo, como pode ser

visualizado na figura quatro.

“ GRANDES ARTERIAS E CORACAO -.

* Hipertensao, Doenca coronariana, Insuficiéncia
cardiaca, Infarto, Doenca vascular periférica.

FIGURA 4 - Efeito de AGEs em diferentes sistemas e 6rgados. Fonte: baseado no artigo de
HEGAB et al, 2012
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Um crescente corpo de evidéncias tem mostrado que ha possibilidade de
inibicdo dos AGEs, quer seja com um agente inibidor da formagao da glicacédo, quer
seja quebrando as ligagdes cruzadas entre as moléculas. Além dos medicamentos,
suplementos e terapias dietéticas estdo sendo conduzidos com esta finalidade. Uma
vez que alterar o método de cozimento (por exemplo, com a redugao da temperatura,
aumento da umidade e diminuicdo do pH) é altamente eficaz em influenciar a
quantidade de AGEs contida nos alimentos (URIBARRI et al., 2010), isso pode
representar uma intervengao simples, significativa e econémica na diminuigdo de
AGEs circulantes.

Varios estudos concluiram que a restricdo dietética de AGEs na
alimentagao foi acompanhada por uma queda nos AGEs circulantes, além de uma
diminuicdo dos marcadores de estresse oxidativo, inflamagéao, disfungdo endotelial e
resisténcia a insulina em pacientes com diabetes mellitus, insuficiéncia renal, bem
como em pessoas saudaveis (BIRLOUEZ-ARAGON et al., 2010; URIBARRI et al.,
2011).

Além disso, a possibilidade de associagdo de um anti-AGE a terapia

medicamentosa do diabetes traria beneficios aos usuarios.

2.3 Tratamento medicamentoso do Diabete Mellitus

Quando a associagao entre mudanga no estilo de vida, com aumento da
atividade fisica e dieta adequada nao surtem efeito por si s6, na redugao dos indices
glicémicos, € necessario o uso de medicamentos ou a combinagdo de medicamentos
orais com insulina para o tratamento do diabetes.

Atualmente, os portadores de diabetes tipo Il tém o tratamento com o
objetivo de manter a glicemia dentro de parametros proximo a normalidade e a
hemoglobina glicada com valores < 7%. Para isso, o tratamento é preconizado com o
uso de antidiabéticos orais conforme exemplifica a figura cinco (SBD, 2015). O uso de
antiglicantes ndo é uma pratica na conduta clinica do manejo desses pacientes.
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Medicamento = Mecanismo de Reducdo Reducéo Efeitos

acao glicemia de de colaterais
jejum HBA1c
(mg/dL) (%)
SULFONILUREIAS
Clorpropamida Aumento da 60-70 1,5-2 Hipoglicemia
Glibenclamida secregao de e ganho
Glipizida insulina. ponderal.
Gliclazida
Gliclazida MR
Glimepirida
METIGLINIDAS
Repaglinida Aumento da 20-30 1-1,5 Hipoglicemia
Nateglinida secregao de e ganho
insulina. ponderal
discreto.
BIGUANIDAS
Metformina Reduz a 60-70 1,5-2 Desconforto
produgéo abdominal,
hepatica de diarreia.
glicose com
menor agao
sensibilizadora
da agao
insulinica.
INIBIDORES DA ALFAGLICOSIDASE
Acarbose Retardo da 20-30 0,5-0,8 Meteorismo,
absorgéo de flatuléncia e
carboidratos. diarreia.
GLITAZONAS
Pioglitazona Aumento da 35-65* 0,5-1,4* Retencéo
sensibilidade a hidrica,
insulina em anemia,
musculo, ganho
adipécito e ponderal,
hepatdcito insuficiéncia
(sensibilizadores cardiaca e
da insulina). fraturas.

Figura 5 — Medicamentos orais para o tratamento do Diabetes Melitus tipo Il
* Reducdes médias da glicemia de jejum e da HbA1c para monoterapia. No caso de terapia combinada, pode

ocorrer efeito sinérgico, com potencializagdo da redugdo dos niveis glicémicos. Adaptado de: Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Diabetes: 2014-2015
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2.3.1 Glimepirida

A glimepirida escolhida como padrédo antidiabético deste estudo é uma
droga do grupo das sulfonilureias. Elas sdo assim chamadas por possuirem em
comum na sua estrutura quimica um grupamento composto por acido sulfénico e ureia
(figura seis). As sulfonilureias podem ser classificadas em convencionais ou modernas
e de acordo com a duragao da agédo. Dessa forma, a glimepirida é classificada como
moderna e de duragao longa por apresentar cadeias mais complexas, o que facilita a
interagdo com os receptores especificos (KALRA et al., 2015) Evidéncias a partir da
literatura sugerem que as sulfonilureias sdo prescritas para até 20% dos pacientes
que iniciam tratamento, quer como monoterapia ou em combinagao, para o tratamento
de diabetes mellitus tipo Il (DESAI et al., 2012).

Figura 6 — Estrutura quimica da Glimepirida.
FONTE: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imagefly.cgi?cid=3476&width=500&height=500

A glimepirida € um o secretagogo de insulina, portanto ela € indicada
apenas para individuos que possuam certa reserva pancreatica do horménio.
Desenvolve uma acao hipoglicemiante rapida e mais prolongada durante todo o dia.
E capaz de reduzir tanto os indices glicémicos em 20-40 mg/dL, como a hemoglobina
glicada em 1,5 a 2%. Apds a administracao oral, a glimepirida € completamente
absorvida (100%) apos 1 hora e sua absorgdo nado € alterada pela ingestdo de

alimentos. O tempo requerido para o farmaco alcangar o efeito maximo é cerca de
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duas a trés horas (BONFILIO, 2011; DEACON, LEBOVITZ, 2016). Contudo, por seu
potente efeito na secrecdo de insulina, induzem a insulinemia e consequentemente
ao desenvolvimento de hipoglicemia (MORI, 2007).

2.4 Anti-AGEs com potenciais terapéuticos

Atualmente os farmacos existentes possuem agdes isoladas ou séo
antidiabéticos, tais como os inibidores da alfa-glicosidade, biguanidas, glitazonas,
sulfonilureas e metiglinidas como foram apresentados na figura quatro (OLIVEIRA,
2010) ou tem potencial para inibicdo dos produtos finais da glicagdo avangada, tais
como, OBP 9195, ALT-946 e alagebriun também conhecido por ALT-711, além de
alguns antioxidantes que também fazem o mesmo papel (MONIER, 2003; NENNA,
2015).

A literatura apresenta a glimepirida e a metformina com capacidade para
diminuir os efeitos téxicos dos produtos de glicagdo avancada (AGEs), sugerindo uma
possivel agdo anti-oxidante e consequentemente efeito pré-vascular (NENNA, 2015;
KALRA et al., 2015)

A aminoguanidina (figura sete), molécula base para as sinteses alvo deste
estudo também é considerada um desses agentes anti-AGE. Ela é amplamente
estudada in vitro e em modelos experimentais para diabetes, tendo mostrado agéo na
prevencao da deterioragdo da estrutura do sistema cardiovascular e das principais
complicagdes a longo prazo, tais como nefropatia, retinopatia e neuropatia.

H

Figura 7 — Estrutura molecular da aminoguanidina.

Para a maioria dos anti-AGEs estudados, o mecanismo de inibicdo da
glicacao de proteinas e sua agdo na prevencao das complicagbes diabéticas, ainda €
dificil de ser esclarecido. Apesar da maioria das substancias serem utilizadas
exclusivamente em configuragdes pré-clinicas, algumas ja se encontram em fase
clinica. Nenna et al. (2015), apresenta uma revisdo dos estudos clinicos com os

farmacos ou protétipos de farmacos tidos como anti-AGEs (Tabela 1).
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Tabela 1 — Resumo de ensaios clinicos com drogas que interferem no processo de

glicacgéo.
AUTOR DROGA DURACAO DO EFEITO
TRATAMENTO
Bolton et Aminoguanidina 2-4 anos Sem efeitos benéficos na
al. (2004) progressao de nefropatia.

Freedman Aminoguanidina Na&o disponivel
et al.
(1999)

Williams et Piridoxina 6 meses
al. (2007)

Rabbani et Tiamina 3 meses
al. (2009)

Fraser et Benfotiamina 2 anos
al. (2012)

Alkhalaf et Benfotiamina 3 meses
al. (2010)

Alkhalaf et Benfotiamina 3 meses
al. (2012)

Zieman et Alagebriun 2,5 meses
al. (2007)

Oudegeest Alagebriun 1 ano
-Sander et
al. (2013)

Modesta atenuacao de
complicagdes da diabetes
mellitus.

Estudo interrompido devido
a falta de eficacia e
seguranga.

Reducdo benéfica dos
valores da creatinina
sérica.

Reducdo benéfica na
excregdo  urinaria  de
albumina.

N&o ocorreram alteragdes
na fungdo do nervo
periférico ou marcadores
inflamatérios

N&o ocorreu alteragdo na
excrecdo de albumina ou
lesdo molecular.

Nao houve nenhum
beneficio clinico. Nenhuma
alteragdo nos marcadores
de disfungao endotelial e
inflamatérios.

Aumento  benéfico na
funcdo endotelial arterial.
Pode reduzir a rigidez
endoltelial.

Nédo causa alteragbes
vasculares. N&o
potencializa o efeito do
treinamento fisico

Adaptado de Nenna et al. (2015).
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Como foi visto é possivel corroborar com Engelen, Stehouwer, Schalkwijk
(2013) que apds ampla revisdo concluiram que, a evidéncia clinica atual para inibir a
formacgéao e/ou acdo dos AGEs, ainda é fraca e pouco convincente. Podendo-se assim
afirmar que até o momento ndo ha medicamentos anti-AGE que consigam proteger
em sua totalidade os individuos dos efeitos deletérios dos AGEs no organismo.

Em vista disto, e também tendo em conta as desvantagens e as limitagdes
dos atuais inibidores de glicagdo conhecidos, continua a ser altamente necessario o
desenvolvimento de inibidores eficazes, seguros e com potencial real de inibigao da
glicacédo de proteinas para o tratamento do diabetes e das complicagées de saude
relacionadas com a acdo dos AGEs. Assim, aproveitando o potencial da
aminoguanidina foram realizadas modificagbes moleculares, com técnicas do
bioisosterismo e da hibridagdo molecular (BARREIRO, LIMA, 2005), para um
melhoramento no efeito anti-AGEs, potencializando assim, a sua agcdo, sem ocasionar
nos individuos os efeitos deletérios apresentados nos estudos anteriores.

Nesse contexto, o presente estudo objetiva avaliar 19 compostos derivados
da aminoguanidina, verificando sua potencial atividade antidiabética, ou seja capaz
de reduzir os indices glicémicos, além de serem capazes de inibir a formagao dos
produtos finais da glicacdo avancada e consequentemente as complicagcdes do
diabetes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antidiabético e/ou inibidor dos produtos finais da glicagédo
avancgada (AGEs) de derivados aminoguanidinicos em ratos diabéticos.

3.1.1 Objetivos Especificos

- Realizar teste de citotoxicidade, nos dezenove derivados aminoguanidinicos, pelo
ensaio calorimétrico do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolium]

- Avaliar atividade antiglicante in vitro;

- Avaliar a toxicidade aguda in vivo dos derivados aminoguanidinicos;

- Realizar teste para atividade antidiabética e antiglicante in vivo;

- Avaliar o efeito do tratamento agudo com os derivados sobre 0 hemograma e os
niveis de glicose, hemoglobina glicada, frutosamina, triglicerides, colesterol total,
HDL-colesterol, TGO, TGP, GGT, além de ureia e creatinina em ratos diabéticos e
seus respectivos controles;

- Realizar o estudo histologico do figado, rim e coragao dos ratos diabéticos e seus

respectivos controles.
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4 MATERIAL E METODOS

Antes da realizagdo dos experimentos inerentes a esta pesquisa, o projeto
foi submetido ao Comité de Etica no uso de animais (CEUA) da Pré-reitoria de
Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora e aprovado com o numero
029/2013 (ANEXO ).

4.1 Locais do estudo e Etapas da pesquisa

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em
Recursos Naturais no Instituto de Quimica e Biotecnologia; Laboratério de Biologia
Celular, Nucleo de Pesquisa Multidisciplinar da Universidade Federal de Alagoas;
Laboratério de Tecnologia e Controle de Qualidade e Laboratério de Recursos

Naturais da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Para a realizagdo dos estudos de verificagdo do potencial antidiabético e
antiglicante dos derivados aminoguanidinicos seguiu-se as etapas abaixo (ver figura

oito).

E{ﬁt%as;agig da Determinagéo de
derivados Realizagéo do teste atividade antiglicante
aminoguanidinicos e —> de citotoxicidade = ——>| dos derivados )
identificacdo das (MTT) 3m§oguamd|nlcos in
substancias (RMN)

v

Ensaio para atividade
——>| antiglicante e
antidiabética in vivo

Estudo de toxicidade
de dose aguda

Figura 8: Etapas de realizagao da pesquisa.

4.2 Obtencéo das sinteses derivadas da aminoguanidina
As sinteses utilizadas neste estudo partiram de trabalhos anteriores do
Nosso grupo de pesquisa, incluindo a sintese e avaliagdo farmacoldgica de derivados

amidinicos. Com isso obteve-se a sintese de guanilihidrazonas e tiossemicarbazonas,
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também chamados de derivados aminoguanidinicos (ARAUJO-JUNIOR, 2006:;
SCHMITT, 2006; ARAUJO-JUNIOR, 2007; BENDERITTER, 2007).

A obtengédo dos protétipos foi planejada variando-se duas regibes, a partir
do esqueleto base das guanilhidrazonas e das tiossemicarbazonas aromaticas. A
sintese foi realizada utilizando-se quantidades equimolares de aldeidos aromaticos e
cloridrato de aminoguanidina, para obtencdo das guanilhidrazonas, e com a
tiossemicarbazida, para a obtengao das tiossemicarbazonas (Figura nove).

0 , Aldeido 0
Aldeido e _<
Ar—< aromatico aromatico Ar
H H H
x N R s
+ N \’/
H — — H
| NH> |
N NH _N S
HN Y H,N \K
NH; R = NH (Guanilhidrazona) - NH2
Aminoguanidina R = S (Tiossemicarbazona) Tiossemicarbazida

Figura 9 - Retrossintese do esqueleto base das guanilhidrazonas e das
tiossemicarbazonas.

Neste estudo foram utilizados os 19 derivados guanilhidraz6nicos para os
testes in vitro de citotoxicidade (MTT) e de avaliagéo antiglicante in vitro. Os estudos
de atividade antidiabética in vivo foram realizados com as sinteses com melhor

atividade antiglicante in vitro.

4.3 Avaliagao da Citotoxicidade

Para avaliar um possivel efeito citotoxico dos derivados aminoguanidinicos
foi utilizado o ensaio colorimétrico com MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5
difenilterazolium], em macrofagos da linhagem J774 A.1. Esses macrofagos foram
mantidos em meio de cultivo RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino (SBF),
0,1% do antibiético gentamicina e 1% L-glutamina, a 37 °C e 5% de CO2.

Neste ensaio foram utilizadas placas de 96 pocgos, as quais foram
adicionados 200 pL de uma suspens&o em uma concentragdo de 1,5x10° células. Em

seguida tais células foram expostas aos derivados aminoguanidinicos nas
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concentragdes de 10 uyM, 100 uM ou 1000 uM, sendo posteriormente mantidos em
estufa umedecida por um periodo de 24 h.

Ap6s este intervalo foi adicionado em cada pogo 22,5 yL de MTT (5 mg/mL)
dissolvidos em PBS e mantidos por 4 h em incubacdo a 37 °C e 5% CO2. O
sobrenadante foi entdo descartado e colocado em cada pogo da placa de cultura 150
ML de solugdo de DMSO. As células que apresentam integridade mitocondrial, ou seja,
continuam viaveis, metabolizam o MTT através da enzima succinato-desidrogenase,
a um sal violaceo insoluvel em meio aquoso e soluvel em DMSO, chamado formazam.
Apds 15 min de incubacdo a temperatura ambiente, as solugdes resultantes sdo
levadas ao espectofotdmetro e realizada a leitura no comprimento de onda de 540 nm.
Os experimentos foram realizados em quadruplicata. A porcentagem de células
viaveis foi determinada em relagdo aos controles utilizando a seguinte formula
(MARTINS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015):

(Absorcao das células tratadas / absorvancia de células néo tratadas) x 100

4.4 Determinacéo de atividade antiglicante in vitro

A realizacao do teste para determinagéo do potencial antiglicante de uma
substancia consiste em produzir o AGE, a partir da jungcdo do BSA mais um agucar
que pode ser ribose, frutose ou glicose.

Precedendo os testes com os derivados aminoguanidinicos foram
necessarios alguns estudos visando a padronizagao da técnica tendo em vista que a
literatura apresenta diversas formas de produgao de AGEs in vitro (BEAULIEU et al.,
2010; JHAUMEER-LAULLOO et al., 2012; PEREZ GUTIERREZ et al., 2012; SERO et
al., 2013).

Os testes para atividade antiglicante in vitro foram realizados em placas
estéreis de 96 pocos. Antes de iniciar os testes todos os materiais, incluindo todas as
solugées, tampao e amostras foram submetidos a luz ultravioleta por 15 minutos, em
capela de fluxo laminar. Local onde ocorreu o preparo das placas. Além disso, para a
realizacao do teste todos os reagentes e as amostras foram esterilizadas por filtragéo
através de filtros de membrana 0,2 um.

Acrescentou-se em cada pogo as seguintes solugées nesta ordem:

e 75 uL de azida sddica 8 g/L;
e 37,5 uL de glicose 800 mM;
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e 75 uL Amostra;
e 75 uL de BSA 40 mg/mL.

Tendo como variagéo o branco que continha:

e 150 uL de tampéo fosfato de sddio 100 mM, pH 7.4;
e 75 uL de azida sddica 8 g/L
e 75 uL de BSA 40 mg/mL.

Utilizou-se o controle negativo da fluorescéncia:

e 125 uL de tampao fosfato 100 mM, pH 7.4
e 75 L de azida sodica 8g/L

E o controle da técnica que segue o padrao sem a amostra a ser analisada.
Como controles positivos utilizou-se a amnoguanidina e a quercetina a 2 mg/mL, bem
como as amostras testadas que foram os 19 derivados amnoguanidinicos.

As placas quando prontas foram levadas, imediatamente, para estufa a
37°C, protegida com folha de papel aluminio, por 48 horas até inicio das leituras. Nao
podendo ser manipulada até entdo. A formacdo de AGEs foi medida por um
espectrofotometro de fluorescéncia, com excitagdo em 350 nm e emissao em 450 nm
(BOUSOVA et al., 2005; AHMAD AHMED, 2006; BEAULIEU et al., 2010).

Os resultados foram apresentados em porcentagem de inibigéo e calculada
a partir da seguinte equacao (SUN et al, 2010):

% de inibicdo = [1 — (fluorescéncia da solugdo com inibidores / fluorescéncia da
solugéo sem inibidores)] x 100%

4.5 Estudo de toxicidade de dose aguda

Os estudos de toxicidade aguda sado aqueles utilizados para avaliar a
toxicidade produzida por uma substancia teste quando esta é administrada em uma
ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24 horas, seguido de observagao
dos animais por 14 dias apdés a administracdo (ANVISA, 2013). Esse estudo foi
realizado com os derivados que tiveram um bom resultado para atividade antiglicante
in vitro.

A toxicidade aguda foi realizada com os derivados LQM 3, LQM 13 e LQM
15 nas concentragGes de 2 mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg de peso do animal, sendo
tratados por via oral (gavagem) com dose unica. Este teste foi conduzido seguindo as
diretrizes do Guia para a condugéo de estudos nao clinicos de toxicologia e segurancga
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farmacoldgica, necessarios ao desenvolvimento de medicamentos, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, de 31 de janeiro de 2013.

Os animais foram separados em dez grupos conforme tabela dois, com seis
animais cada. Cada animal recebeu 1 ml da amostra, na concentragédo especifica do
seu grupo, solubilizada em Twen 80, o qual € inerte e ndo causa alteragées no
principio ativo a ser testado, além do controle negativo que recebeu apenas H-20.

Tabela 2 - Grupos para teste de toxicidade aguda, tratamentos com a concentragéo e
numero de ratos Wistar por grupo.

Grupo Tratamento N
Controle negativo Agua 6
LQMO03/2 Derivado LQMO03 com 2 mg/kg de peso 6
LQMO03/10 Derivado LQMO03 com 10 mg/kg de peso 6
LQMO03/100 Derivado LQMO03 com 100 mg/kg de peso 6
LQM13/2 Derivado LQM13 com 2 mg/kg de peso 6
LQM13/10 Derivado LQM13 com 10 mg/kg de peso 6
LQM13/100 Derivado LQM13 com 100 mg/kg de peso 6
LQM15/2 Derivado LQM15 com 2 mg/kg de peso 6
LQM15/10 Derivado LQM15 com 10 mg/kg de peso 6
LQM15/100 Derivado LQM15 com 100 mg/kg de peso 6

Total de animais = 60

No primeiro dia, os animais foram acompanhados em busca de sinais
toxicos gerais e de mortalidade, aos 30, 60, 120, 180 e 240 minutos apods
administracao da dose unica (BRITO, 1994).

A avaliagao clinica observou os seguintes parametros: modificagées na
pele, pelos, olhos, mucosas, alteragdes respiratorias, circulatérias e do sistema
nervoso central ou seja, alteragdes no estado consciente e disposigéo, no sistema
motor, no ténus muscular, no sistema nervoso central (tremores, convulsdo e
sedagao) e no sistema nervoso auténomo (lacrimejamento, salivagao e respiragao).
Nos 14 dias subsequentes, além desses parametros, os animais foram monitorados
observando a variagao de massa corporal do animal e 0 consumo de agua e ragao.
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O monitoramento do consumo de agua e ragao foi realizado por meio de
aferigbes diarias, com seus respectivos registros em fichas de consumo animal. O
consumo da ragao foi calculado considerando-se a ragao fornecida, e as sobras das
rag6es nos comedouros, sendo entdo pesada. O mesmo foi realizado para o registro
do consumo diario de agua, utilizando-se bebedouros individuais volumetricamente
graduados.

Apds esse periodo realizou-se a eutanasia para observacgao histolégica de
rim, figado e coragdo, além de hemograma completo e pardmetros bioquimicos de

avaliagcao dos perfis lipidico, proteico e de hepato e nefrotoxicidade.

4.6 Ensaio para atividade antiglicante e antidiabética in vivo

A avaliagdo da atividade antiglicante e antidiabética deu-se a partir do

esquema a seguir (figura dez):

Indug o do . Determinagdo
diobebes com Ai:::ﬁ:mg:n da glicemia
Fesaodos el gifreplozotocing 20 (e clvato pn:‘ il capilar opos o
mg/Kg nos grupos séfimo dia de
expermentals VPGS GOl Induc do
|
!
Coleta de Coleta de
Tratamento . sangue para coragho, figade,
durante 14 dias. Eutanasia hemograma & " rfnse poOncreas
biogquimica para histologia,

Figura 10: Etapas da avaliagéo da atividade antidiabética e antiglicante in vivo.

4.6.1 Animais e grupos experimentais

Os ensaios in vivo foram realizados respeitando-se os Principios Eticos em
Experimentagcdo Animal, com ratos (Rattus novergicus albinus - linhagem Wistar),
adultos, machos, com idade de dois meses adquiridos no Biotério Central da UFJF e
transferidos para o biotério setorial do Laboratério de Recursos Naturais. Os animais
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ficaram em observacgao por 15 dias antes do ensaio, para verificagdo das condi¢des
clinicas e a identificacdo de variaveis que pudessem influenciar no experimento.

Os animais foram alojados em estantes apropriadas, mantidos em gaiolas
de polipropileno, sendo uma gaiola por grupo, forradas com serragem, em fotoperiodo
de 12 horas de claro e escuro, ruidos minimos, temperatura ambiente 21 £ 1°C,
mantida por ar condicionado. A alimentagao e a ingestdo de agua foram monitoradas
diariamente. Utilizou-se ragdo comercial (ragdo padrdo para roedores - Nuvital,
Nuvilab, Brasil).

Apods pesagem foram separados pelo método probabilistico de escolhas
aleatdrias em onze grupos, identificados a partir da terapéutica, conforme tabela trés.

Tabela 3 - Grupos experimentais, indugdo do diabetes, tratamentos com a
concentragdo e numero de ratos Wistar por grupo.

Grupo Diabetes Tratamento N
GLI Sim Glimepirida 6
CND Sim Agua 6

Amino D Sim Aminoguanidina 2 mg/kg de peso 6
LQMO03D Sim Derivado LQMO03 com 2 mg/kg 5
LQM13D Sim Derivado LQM13 com 2 mg/kg 5
LQM15D Sim Derivado LQM15 com 2 mg/kg 5
CNN Nao Agua 6
Amino N Néo Aminoguanidina 2 mg/kg de peso 6
LQMO3N Nao Derivado LQMO03 com 2 mg/kg 5
LQM13N Néo Derivado LQM13 com 2 mg/kg 5
LQM15N Néo Derivado LQM15 com 2 mg/kg 5
Total de animais = 60

4.6.2 Inducao do diabetes

Apds marcacgao dos animais (conforme preconizado pelo Colegiado Brasileiro
de Experimentacao Animal (COBEA), os animais foram pesados individualmente, afim
de determinar o calculo de estreptozotocina a ser injetada em cada animal.
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A inducdo do quadro diabetogénico ocorreu através de uma injecéo
intravenosa na veia caudal, de estreptozotocina (20 mg/kg) diluida em 120 puL tampé&o
citrato 0,1M, pH 4,5, em ratos submetidos previamente a jejum alimentar de 16 horas.
Os animais utilizados como controles negativos da indugdo (animais normais)
receberam apenas o tampé&o citrato 0,1M, pH 4,5. Apds 7 dias da indugéo, a glicemia
de jejum foi medida para confirmagao do quadro diabetogénico (DELFINO et al., 2002;
MYTHILI et al., 2004; FRODE, MEDEIROS, 2008). A estreptozotocina foi escolhida
por ser um agente quimico com citotoxicidade especifica para as células beta. Essa
droga causa insuficiéncia insulinica primaria do pancreas, provocando uma resposta
trifasica nos niveis glicémicos durante as primeiras horas da administragdo, seguida
do estabelecimento de diabetes permanente nas 24 horas subsequentes (LETTO et
al., 2003).

Animais que receberam estreptozotocina durante a indugdo e
apresentarem glicemias de jejum acima de 150 mg/dl foram considerados diabéticos
e utilizados no estudo, portanto o estudo foi conduzido com animais com diabetes
moderada (AMDCC, 2003). As dosagens de glicemia foram realizadas na veia caudal

e manteve-se jejum alimentar prévio de 8 horas.

4.6.3 Tratamento e Eutanasia

Durante 14 dias os animais foram tratados com os respectivos tratamentos,
por meio de gavagem e monitorados quanto ao comportamento, variagcdo de peso
corporal, a ingesta alimentar e o consumo de agua. Durante o tratamento dois animais
foram a 6bito sendo um do grupo LQM 13 normal e outro do LQM 13 diabético. Nao é
possivel afirmar que foi devido a ingestéo do derivado. Como a gavagem possui risco,
pode ter acontecido por erro de trajeto durante a administracao.

Apds esse periodo, os animais foram anestesiados com injegao
intraperitoneal de uma associagao entre Xilasina (10 mg/kg) e Cetamina (90 mg/kg)
(CONCEA, 2013) e eutanasiado por exsanguinagdo com toracotomia e pungao
cardiaca para coleta de 4 a 5 ml de sangue para analises bioquimicas, de hemograma,
hemoglobina glicada, frutosamina, para avaliagcdo da atividade antiglicante in vivo e

outros exames para verificagdo da funcao renal, hepatica e taxas de colesterol.
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4.6.4 Avaliacao histoldgica

Os o¢rgaos vitais (coragao, rim e figado) foram coletados, pesados e
avaliados macroscopicamente. Para o calculo da massa desses 6rgdos considerou-

se o valor relativo, conforme equacgao a seguir:

e Massa relativa = (massa dos 6rgaos / massa corporal) X 100

Ap0ds foram acondicionados em formaldeido 10% (v/v) visando o preparo
de ldminas histologicas. Os fragmentos foram processados de acordo com as técnicas
de rotina para inclusdo em blocos de parafina, cortados em microtomo a 3-4
micrOmetros e corados pela técnica da Hematoxilina-Eosina (H.E.). Avaliou-se as
laminas. Os 6rgaos descritos acima foram avaliados junto a uma patologista, Ana
Paula Fernandes Barbosa, Professora da Universidade Federal de Alagoas, quanto a

presenca ou nao de alteragdes histopatoldgicas.

4.7 Analises estatisticas

Para auxiliar a analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism
5.0. Os resultados foram expressos em médiaterro padrdo. As diferencas foram
determinadas pela analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Dunnett. Os

resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dezenove derivados da aminoguanidina referentes a esta pesquisa
foram identificados pela sigla LQM, seguidos de um numero conforme apresentados
na tabela quatro. Eles foram sintetizados pelo grupo de pesquisa e submetidos a
pesquisa in vitro para toxicidade frente a células tumorais e toxicidade celular em
macréfagos (FRANCA et al.,, 2016). Este trabalho foi responsavel por avaliar as
atividades antiglicante e antidiabética dos mesmos. Com eles foram realizados todos
os testes in vitro apresentados a seguir e para os testes in vivo utilizou-se o LQM 3,
LQM 13 e LQM 15.

Eles foram obtidos através do emprego de técnicas sintéticas distintas,
banho em d6leo aquecido (tradicional) e irradiagdo por micro-ondas (moderna)
(EPIFANIO, 2011; MARTINS, 2004). De maneira geral, estes derivados sintéticos
foram obtidos a partir de uma reacdo de condensagdo entre o cloridrato de
aminoguanidina e um aldeido aromatico, em propor¢des estequiométricas.

5.1 Avaliacao da citotoxicidade in vitro

O teste de citotoxidade € uma importante ferramenta para estudos com
produtos naturais ou sintéticos, para o desenvolvimento de potenciais farmacos. E
preciso verificar nos estagios iniciais da pesquisa a toxicidade celular, pois o equilibrio
entre o efeito toxicoldgico e farmacoldgico de um composto € requisito importante para
aplicabilidade como agente terapéutico.

Por isso, diversos estudos a exemplo de Marino et al. (2015), o qual
utilizaram o MTT como ferramenta em estudos com um anticancerigeno, Mehrabadi
et al. (2015) que testaram a pioglitazona, utilizada para o tratamento da diabetes
mellitus tipo Il, em mitocondrias isoladas de ratos e Mahomoodally et al. (2012) que
realizaram teste semelhante ao deste estudo porém, com linhagem celular diferente
(3T3), com plantas medicinais utilizadas nas llhas Mascarenhas, avaliando o potencial
antioxidante, antiglicante e citotoxico, com concentracdes entre 250-2000 pg/ml tendo
como controle a aminoguanidina, dentre outros estudos que utilizam tal ferramenta

para triagem inicial em seus experimentos.



Tabela 4 - Nomenclatura e estruturas quimicas dos derivados aminoguanidinicos.
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Neste ensaio a citotoxicidade foi avaliada com a ajuda de um corante vital,
o MTT 3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide. A prova do MTT
€ um dos indicadores colorimétricos de viabilidade celular mais utilizados, sendo
capaz de avaliar a fungdo celular mitocondrial de acordo com a redugao enzimatica
do sal de tetrazdlio pelas desidrogenases mitocondriais nas células viaveis
(MOSMANN, 1983).

O parametro de avaliagdo observado é a porcentagem de células que se
mantém viaveis apos exposicdo a determinado composto, sendo considerada
citotoxica quando apresentar uma viabilidade inferior a 80% de células, quando
comparadas com as ceélulas que receberam apenas o meio de cultivo celular e que
tiveram 100% de viabilidade celular (DEZENGRINI et al., 2010)

Os resultados obtidos com o ensaio MTT indicam que em células J774A.1,
apos o tratamento com os derivados da aminoguanidina, na concentragao de 10 uM,
dezessete dos dezenove derivados ndo apresentaram redugao na viabilidade celular,
ou seja, foram seguras e ndo mostraram qualquer efeito toxico quando as células
foram tratadas com a menor concentragdo do experimento (Figura 11).

No entanto, observa-se também que com o aumento de dez vezes da
concentragao inicial, ou seja, com 100 yM da amostra, dez derivados se mantiveram
dentro padrdo de viabilidade aqui adotados que foi de 80% de células viaveis.
Portanto, pode-se sugerir que a avaliagao citotoxica dos compostos sobre as células
€ dose dependente, quanto maior a concentragéo dos derivados, maior a toxicidade,
com menor viabilidade celular.

Também em um padrédo dependente da concentragao, Chipiti et al. (2015),
estudando o extrato etandlico da raiz da Albizia antunesiana com a linhagem HEK 293
observou que diminuiu a viabilidade celular a medida em que se aumentava as
concentragdes testadas (50-200 ug / ml).

Em um ensaio com a pioglitazone, um antidiabético, Mehrabadi et al.
(2015), também utilizou as concentragées de 10, 100 e 1000 pM para os testes com
mitocondrias e obteve resultados semelhantes ao deste estudo.
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Figura 11— Avaliacao dos derivados aminoguanidinicos nas concentragdes de 10, 100 e 1000
MM, na reducgéo da porcentagem de viabilidade celular em macréfagos da linhagem J774, pelo
ensaio colorimétrico com MTT. Na figura A do derivado LQM 01 ao LQM 10 e na figura B do
derivado LQM 11 ao LQM 20 Os resultados representam a média t erro padréo de trés
repeticoes.
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5.2 Avaliagéo de atividade antiglicante in vitro

O sistema de empregar glicose e BSA para estudos de glicagdo nao
enzimaticos in vitro € um modelo amplamente utilizado. As proteinas podem ser
modificadas quando expostas a agucares redutores através do processo de glicagao
espontanea (SUN et al., 2010). Neste estudo, o0 modelo BSA-glicose foi adotado para
selecionar os derivados aminoguanidinicos com potenciais antiglicante.

A aminoguanidina e a quercetina foram padrdes utilizados como controles
positivos na inibi¢do da formagéo de AGEs. Ambos inibiram respectivamente, 73,61%
e 82,43% dos AGEs (Figura 12). Portanto, obtive-se resultados promissores com sete
derivados aminoguanidinicos. Sao eles: LQM3, LQM5, LQM6, LQM7, LQM13, LQM16
e LQM17, pois nado apresentaram diferenga estatistica quando comparado a
aminoguanidina. Ja quando comparados com a quercetina o derivado LQM13 foi o
que nao apresentou diferenca estatistica, considerando p<0,05.

Além disso, observou-se que os derivados LQM4, LQM12, LQM14, LQM15,
LQM18 e LQM19 conseguiram inibir mais que 50% da formacdo, demostrando
também ter um forte potencial para ser um anti-AGE. Ja& que alguns estudos
consideram 50% como parametro de inibi¢do (BRASI, 2012; JHAUMEER-LAULLOO
et al., 2012; ZHANG et al., 2015). Ressalta-se que estes resultados sao referentes
aos testes na concentragdo de 2mg/mL com leitura em espectrofluorimétrica de 48
horas.

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com extratos de
microalgas, cuja fraccbes de acetato de etila de Chlorella e Nitzschia
laevis apresentaram percentuais de inibigcdo de 88,02% e 91,68%. Essa capacidade
antiglicante destas microalgas foi atribuida a compostos fendlicos, tais como os
flavonoides, taninos e acidos fendlicos que possuem forte capacidade antioxidante
devido as suas propriedades redox. Tais efeitos antioxidantes contribuem para a
subsequente inibigdo no processo de glicagao de proteinas (SUN et al., 2010). Porém,
quando se reporta a estudos com plantas esses resultados séo instaveis, pois no
isolamento dos compostos pode acontecer a perda das propriedades que levaram a
capacidade de inibigao.
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%inibicdo da formagao de AGEs

Figura 12 — Inibicdo da formagcdo de AGEs formados de Glicose — BSA, pelos
derivados aminoguanidinicos e seus controles na concentragdo de 2,0 mg/mL com
leitura de 48 horas. Notas: Médias de triplicata. * Nao houve diferenga estatisticamente
significativa quando comparado a aminoguanidina, # Nao houve diferenga estatisticamente
significativa quando comparado a quercetina apés ANOVA com pods-teste de Dunnett
considerando p<0,05.

Em um ensaio para estudar o potencial antiglicante de compostos
derivados da Cuminum cyminum L., Zhang et al. (2015) também usou como controle
positivo a aminoguanidina, porém o agucar utilizado na produgéo do AGE foi a frutose.
Seus resultados chegaram a um percentual de inibicdo também acima de 50% para
alguns compostos principalmente os ricos em flavondides, mas a aminoguanidina
inibiu apenas 34,1%.

Com os resultados deste screening preliminar, novos testes foram
realizados com os derivados LQM 3, LQM 13 e LQM 15, utilizando concentragées
entre 0,5 a 2,5 mg/mL e leitura seriada a cada sete dias, em até 49 dias, como pode
ser observado na figura 13.
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Figura 13 — Inibicdo da formagcdo de AGEs formados de Glicose — BSA, pelos
derivados aminoguanidinicos LQM 3, LQM 13 e LQM 15, nas concentragbes de 0,5
mg/mL, 1,0 mg/mL, 1,5 mg/mL, 2,0 mg/mL e 2,5 mg/mL pelo periodo de 49 dias. Notas:
Médias de triplicata. * Nao houve diferenga estatisticamente significativa quando comparado
a aminoguanidina apés ANOVA com pos-teste de Dunnett considerando p<0,05.

Esses resultados evidenciam que o derivado LQM 13 apresentou
resultados semelhantes ou superiores a aminoguanidina em quatro das cinco
concentragbes estudadas, além disso o derivado LQM 15 na concentragédo de 2,5
mg/mL também apresentou resultado significativo. Com isso, conseguiu-se com 0s
resultados apresentados aprimorar a técnica apresentada por Perez Gutierrez (2012),
o0 qual em estudo com extrato metandlico Origanum majorana L. conseguiu
percentuais de inibicdo, tanto com o extrato como com controle positivo, a
aminoguanidina, menores do que esta pesquisa. As concentragdes utilizadas por ele
foram entre 0,1 a 0,5 mg/mL e o maior percentual de inibigéo foi 64,7% para o extrato
metandlico e 58,3% para aminoguanidina.

A partir dos dados referentes a citotoxicidade celular realizada no ensaio do
MTT e da capacidade de inibicdo da formacdo dos produtos finais da glicagéo
avangada foram selecionados os derivados LQM 03 e LQM 13 para os ensaios in vivo.
Além do derivado LQM 15 que apesar de nao ter sido um dos melhores para atividade
antiglicante foi incluido para os testes seguintes, por ja ter apresentado potencial
antidiabético em um estudo preliminar feito por nosso grupo de pesquisa (SARMENTO
et al., 2014).
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5.3 Estudo de toxicidade de dose aguda

Os estudos de toxicidade aguda verificam a capacidade de determinada
substancia em instalar um processo patoldgico devido a sua introdugédo no organismo.
Por meio deste estudo é possivel obter dados avaliando a dosagem e efeitos
provocados, o que ira determinar seu potencial de toxicidade.

O teste de toxicidade aguda deve priorizar a via pretendida para utilizagéo
pelos humanos. Neste estudo fez-se a opgado por administragédo via oral usando a
gavagem para se ter a seguranca na dose administrada (CUNHA et al., 2009).

Os derivados aminoguanidinicos testadas foram a LQM3, LQM13 e a
LQM15, nas concentragées de 2 mg, 10 mg e 100 mg/Kg de peso. Apds administragao
os animais foram observados durante as duas primeiras horas e apos seis horas da
ingestdo. Nos primeiros dez minutos apds a ingestdo do derivado LQM 15, nas
concentragbes de 10mg e 100mg, os animais apresentaram letargia mas respondiam
a estimulo mecanico, sendo mais acentuada nos que receberam 100 mg. Nos outros
animais ndo foram observadas alteragées no comportamento dos mesmos.

Durante os 14 dias que se seguiram ndo houve mudanga de
comportamento que pudesse ser atribuida a administragdo dos derivados. Além disso,
o percentual de letalidade foi nulo durante todo o experimento indicando assim, baixo
grau de toxicidade para essas concentragoes.

A toxicidade sistémica pode ser identificada pela diminuicdo do peso
corporal dos animais e por alteragées no consumo de agua e ragao, sendo tais sinais
importantes para a avaliagdo da toxicidade de uma substancia, pois fornece
informacbes sobre o estado geral de saude dos animais. Uma diminui¢gao na ingesta
alimentar, ocasionando mudanga nos pesos corporais € um dos primeiros sinais
criticos de toxicidade (ROCHA et al., 2012; ASHAFA; KAZEEM, 2015).
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Tabela 5 — Pardmetros de massa corporal, consumo de ragdo e agua dos animais
em ratos Wistar (n=6) tratados em dose unica com derivados aminoguanidinicos.

PARAMETROS
GRUPOS Massa corporal Consumo de agua Consumo de Ragao
(9) (mL) (9)
CN 271,143,045 36,55+1,040 22,23°+0,804
LQMO03/2mg 247,22+1,890 32,34%+0,9739 21,40°+0,581

LQMO03/10 mg
LQMO03/100 mg
LQM13/2 mg
LQM13/10 mg
LQM13/100 mg
LQM15/2 mg
LQM15/10 mg

LQM15/100 mg

240,32 +1,315
250,02 +1,552
255,12+1,523
257,5%+2,138
240,73+2,841
261,32+2,935
268,62+3,160

256,82+2,395

32,63P+1,352
34,17°+1,290
32,78°+1,454
32,64+1,218
32,22+1,318
35,56+1,598
36,11°+1,232

32,35+1,034

22,40°+0,770
22,48°+0,857
22,31°+1,095
23,59°+1,095
21,50°+0,737
22,55°+0,831
22,50°+0,723

22,13°+1,285

Notas: Médias + erro padrao. Derivados aminoguanidinicos e controle negativo (CN). Médias seguidas
da mesma letra nao diferem entre si utilizando ANOVA com pos teste de Dunnett considerando p<0,05.

Neste estudo nado foi encontrada diferenga significativa entre o controle
negativo e os grupos experimentais que receberam derivados aminoguanidinicos,
mesmo 0s animais que receberam os derivados LQM15 nas concentragbes de 10 e
100 mg. Analisando a tabela cinco pode-se observar que os animais aqui estudados
mantiveram o mesmo padrao consumo. Pequenas diferencas podem ser observadas
pelas perdas comuns no ato da alimentagao e ingestéo hidrica nas gaiolas.

Um rato adulto, pesando cerca de 300g, consome aproximadamente cinco
gramas de ragcdo e 10mL de agua para cada 100g de peso corpéreo por dia
(CARVALHO et al., 2009). Contudo, o consumo varia de acordo com a temperatura e
umidade ambiental, estado de saude, vida sexual e hora do dia, sendo que os ratos
possuem habitos noturnos e alimentam-se quase sempre a noite.

Ao padronizar a avaliagdo da fungéo renal de ratos (Rattus norvegicus)
Wistar do biotério da Universidade Federal de Juiz de Fora, Castro et al. (2013),
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encontrou resultados semelhantes para consumo de ragdo e ingestdo hidrica aos
deste estudo.

Trabalhos envolvendo estudos pré-clinicos utilizam parametros
bioquimicos, hematolégicos e anatomopatoldgicos para avaliar possiveis sinais de
toxicidade apds a exposicdo as substancias testadas. Todos os estudos encontrados
sd0 unanimes ao afirmar que existem variagbes de valores hematoldgicos e
bioquimicos em animais de experimentagéo devido as condigdes de cada biotério e
ao tipo de estudo realizado (DANTAS et al., 2006; SANTOS, 2010; BRANCO et al.,
2011; ORLANDINI, 2012).

Os valores hematolégicos apresentados em fungdo dos diferentes
tratamentos e concentragdes mostram poucas alteragdes, estando dentro dos valores
de referéncia, mesmo havendo diferenga estatistica significativa entre alguns grupos.
Tais alteragdes ndao comprometeram a fisiologia organica dos animais tratados.
Portanto, com os dados hematolégicos apresentados ndo foi possivel identificar
toxicidade nos derivados estudados.

Os resultados apresentados foram comparados estatisticamente ao
controle negativo, o qual recebeu apenas H20, bem como a valores de referéncia
padrao apresentados na literatura (CARVALHO et al., 2009; ORLANDINI, 2012;
ROCHA et al., 2012; VIVAS, 2014). Os dados hematoldgicos desta pesquisa estdo
expressos na tabela seis.
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Tabela 6 — Parametros hematolégicos e leucometria obtidos de ratos Wistar (n=6) tratados com dose unica de derivados

aminoguanidinicos.

PARAMETROS
GRUPOS Hematdcrito  Hemoglobina HCM VCM CHCM Leucometria
(%) (g/dL) (pg) (fL) (%) global

CN 45,32+1,229  12,9°+1,087 24,6°+2 157 85,99+2,049 28,53°+2,153 31501+ 328,6
LQMO03/2mg 46,92+ 0,872 18,7+1,608 29,0°+1,029 72,9942 630 40,03+1,630 3525+231,2
LQMO03/10 mg 47,72+0,843 21,040,647 30,742,245 70,042,340 44,32+3,862 3433+470,4
LQMO03/100 mg 47,82+0,946 23,0+1,101 34,5+1,860 71,59+2,626 48,30+2,580 4450™+636,4
LQM13/2 mg N/D 12,440,378 24,9°+0,8310 N/D N/D 3625+289,5
LQM13/10 mg N/D 12,0°+0,386  23,1°+0,5432 N/D N/D 4300%+630,1
LQM13/100 mg N/D 11,0°40,130  22,0°+0,5546 N/D N/D 3883+517,5
LQM15/2 mg 44,73+1,626  10,4°+0,982 22,4°+1,696 97,89+6,536 23,10%+1,601 2725+318,0
LQM15/10 mg 45,3241 520  11,0°+0,602 22,8°+0,555 94,39+4,750 24.,42°+1,232 2717'+431,6
LQM15/100 mg 45,02+1,932  10,7°+1,379 23,0°+1,754 99,4943,192 23,48°+2,409 2417%4+297.7

Notas: Médias + erro padrdo. HCM- hemoglobina corpuscular média; VCM — volume corpuscular médio; CHCM — concentragdo de hemoglobina corpuscular
média. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si utilizando ANOVA com pés teste de Dunnett considerando p<0,05.
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Um dado importante a ser descrito sobre o derivado LQM 13 é que
independente da concentragdo administrada, ou seja a 2mg/Kg, a 10 mg/Kg ou a
100mg/Kg de peso do animal, todas as amostras de sangue coletadas coagularam de
forma imediata, ndo sendo possivel estabelecer valores de hematdcrito, VCM e
CHCM, neste caso apenas a hemoglobina foi calculada. Contudo, a relevancia clinica
de tais achados produzidos por esse derivado precisa de estudos mais extensivos,
para que possa ser elucidado essa potencial capacidade de coagulagao.

A leucometria global teve valores baixos em todos os grupos. A literatura
confirma que sangue coletado do ventriculo ou de veia cava possuem valores
menores quando comparados com o sangue retirado da veia caudal. A raz&o desta
diferenga ndo é consenso dentro dos estudos.

Dantas et al. (2006), apresentam algumas razdes para esses achados.
Primeiro, a diferenga poderia ser atribuida a uma demanda imunoldgica do animal nos
possiveis locais onde as amostras de sangue sao coletadas por exemplo, na cauda,
no olho ou no coragédo. Outra teoria é que a resisténcia vascular e a estase sanguinea,
gerada na superficie dos leitos capilares, poderia ocasionar uma maior contagem de
leucdcitos nas amostras de sangue coletadas da cauda. Por fim, o estresse induzido
pela eutanasia poderia interferir na contagem de leucécitos.

Testes bioquimicos avaliando a fungdo renal e hepatica dos animais
também foram realizados e sédo apresentados nas figuras 14 e 15. Os valores de
colesterol, triglicerideos, LDL, HDL e VLDL também foram mensurados mas, nédo
houve alteragcbes patoldgicas, bem como diferenga significativa entre os grupos
(dados nao apresentados).

Com relagdo a funcdo renal, observou-se como parametros ureia,
creatinina, proteina total e fragdes (albumina e globulina). Os resultados indicam que
0s animais tiveram a funcdo renal preservada, independente da concentracao
ingerida, mesmo quando os valores tiveram diferencga significativa estatisticamente,
comparando com o controle negativo, estes permaneceram dentro dos valores de
referéncia descritos na literatura (CASTRO et al., 2013; ASHAFA; KAZEEM, 2015).
Esses dados corroboram com os histopatolégicos apresentados na figura 16.

Avaliando a toxicologia em ratos Wistar do Extrato hidroetandlico de
Dianthus basuticus, planta utilizada na medicina tradicional chinesa como

antidiabética, Ashafa e Kazeem (2015) também nao encontraram alteragées nos
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parametros da fungdo renal avaliados, creatinina, ureia, acido urico, bem como de

sodio, potassio.
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Figura 14 — Valores bioquimicos da fungdo renal ratos Wistar do teste de toxicidade
aguda tratados em dose unica com derivados aminoguanidinicos e o controle negativo

(N=6). Notas: Médias + erro padrdo. Derivados aminoguanidinicos (LQM) e controle negativo (CN).
Médias seguidas de * diferem do CN utilizando ANOVA com pds teste de Dunnett considerando p<0,05.
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Os resultados deste estudo revelaram que ndo houve um aumento nos
niveis de TGO, TGP, GGT e fosfatase alcalina, ao contrario, em alguns grupos os
niveis ficaram abaixo do controle negativo (Figura 14), indicando que a ingestdo dos
derivados aminoguanidinicos aparenta ndo causar danos hepaticos. Esses dados
corroboram com os histopatoldgicos dos figados estudados (Figura 17).

Estas enzimas estdo presentes em varias células do nosso corpo e
apresentam-se em grande quantidade nos hepatdcitos. Por isso, s&do consideradas
indicadores altamente sensiveis de dano hepatocelular e, dentro de certos limites,
podem fornecer uma taxa quantitativa do grau de danificacdo sofrido pelo figado
(ASHAFA; KAZEEM, 2015).
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Figura 15 — Valores bioquimicos da fungdo hepatica ratos Wistar do teste de
toxicidade aguda tratados em dose unica com derivados aminoguanidinicos e o
controle negativo (N=6). Notas: Médias + erro padrdo. Derivados aminoguanidinicos (LQM) e
controle negativo (CN) TGO= transaminase glutdmico oxalacética, TGO= alanina aminotransferase,

GGT= Gama-Glutamil Transferase. Médias seguidas de * diferem do CN utilizando ANOVA com pds
teste de Dunnett considerando p<0,05.
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Dentre os parametros de avaliagdo morfoldgica, o peso dos 6rgaos
coracéo, figado e rim ndo mostraram altera¢gdes macroscopicas e a massa dos 6rgaos
ndo teve diferenga estatistica significativa entre os animais que receberam os
derivados e o controle negativo.

Foi possivel observar que tanto os indices de massa cardiaca (p =0,5667)
quanto hepatica (p= 0,7072) e renal (p= 0,5474) ndo possuem diferenga estatistica
significativa, corroborando com resultados obtidos em outros estudos, a exemplo de
Rocha et al. (2012) e Parasuraman et al. (2015). A figura 16 mostra os resultados

desses parametros morfoldgicos avaliados.
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Figura 16 — Valores do peso dos ¢rgaos figado, rim e coragdo dos ratos Wistar
tratados com dose unica de derivados aminoguanidinicos e seu controle negativo
(N=6). Notas: Médias + erro padrdo. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre
o CN — controle negativo e os demais grupos apds ANOVA com pos-teste de Dunnett
considerando p<0,05.
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Nesses mesmos 6rgaos foram realizados exames histopatolégicos para
avaliagcéo de possiveis alteragdes morfolégicas que evidenciassem alguma toxicidade
dos derivados, conforme pode ser observado nas figuras 17, 18, e 19. Apds avaliagéo
das laminas, tanto do grupo controle quanto daqueles tratados com os derivados n&o
se detectou alteragbes irreversiveis como necrose e apoptose celular. Estes
resultados corroboram com a avaliagdo bioquimica que ndo mostrou alteragées
metabdlicas que evidenciassem nefro e/ou hepatotoxicidade.

No rim (figura 17), os derivados aminoguanidinicos independente da
concentragdo administrada ndo promoveu alteragdes histoldgicas. A regido cortical e
medular encontrou-se preservadas, os tubulos contorcidos proximais e distais € o
segmento de ducto coletor ndo evidenciaram alteragdes. Nao foram encontrados
focos de inflamagéo ou fibrose, congestao ou areas de hemorragia, ou seja sem sinais
de glomerulonefrite ou necrose tubular. Apenas células anucleadas (Figura 17 F)
foram encontradas em todos os grupos, o que pode caracterizar uma metabolizagao
renal dos derivados.

Em um estudo semelhante realizado com o extrato etandlico da Terminalia
chebula, planta indiana utilizada popularmente como antidiabético, a planta bem como
o seu controle que foi a aminoguanidina (100 mg/Kg) n&do apresentou agéo toxica nos
rins e no figado, de ratos que também tiveram diabetes induzida por estreptozotocina
(KIM et al., 2011).

O figado (figura 18) apresenta arquitetura preservada, com morfologia e
histologia descrita na literatura em mamiferos, presenca da triade portal que é
composta por um ramo da veia porta, um ramo da artéria hepatica e um ramo de um
ducto biliar (Figura 18 G). Os hepatécitos, um dos principais responsaveis pela
metabolizacdo de uma série de substéncias estavam sem alteragdes, bem como os
capilares sinusoidais (Figura 18 D e I) e células de Kupffer (macréfagos hepaticos).
Nao foi encontrado esteatose hepatica.

Nico et al. (2013), encontraram resultados semelhantes ao avaliar a agao
da aminoguanidina sobre o figado de ratos diabéticos submetidos a treinamento
fisicos. Os autores sugerem que a aminoguanidina ndo € hepatotdxica na dose de
1g/L e que seus efeitos sdo melhores em individuos submetidos a treinamento fisico.

Para o coragédo (figura 19) ndo houve alteracdes especificas visiveis dos
grupos tratados com os derivados em comparagao com o controle negativo. Com este
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tipo de coloragao ressalta-se as fibras musculares, que se mantiveram preservadas
em todos os grupos.

A partir dos parametros de consumo de agua e ragéo, peso corporal, perfil
hematoldgico e bioquimico, além das analises anatopatoldgicas e auséncia de obitos
durante o experimento, pode-se inferir que no estudo para toxicidade aguda, os
derivados LQM 03, LQM 13 e LQM 15, nas concentragdes de 2 mg/Kg, 10 mg/Kg e
100 mg/Kg ndo demonstraram toxicidade.
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Figura 17 - Analise histopatologica renal da toxicidade aguda dose unica, por via oral, dos derivados aminoguanidinicos e o controle
negativo. (A) Controle negativo; (B) LQM 3 a 2 mg/Kg; (C) LQM 3 a 10 mg/Kg; (D) LQM 3 a 100 mg/Kg; (E) LQM 13 a 2 mg/Kg; (F)
LQM 13 a 10 mg/Kg —>Células anucleada; (G) LQM 13 a 100 mg/Kg; (H) LQM 15 a 2 mg/Kg; (1) LQM 15 a 10 mg/Kg; (J) LQM 15
a 100 mg/Kg. Coloragao: hematoxilina-eosina. Aumento: 40x. GR — glomérulo.
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Figura 18 - Analise histopatoldgica hepatica da toxicidade aguda dose unica, por via oral, dos derivados aminoguanidinicos e o
controle negativo. (A) Controle negativo; (B) LQM 3 a 2 mg/Kg; (C) LQM 3 a 10 mg/Kg; (D) LQM 3 a 100 mg/Kg; (E) LQM 13 a 2
mg/Kg; (F) LQM 13 a 10 mg/Kg; (G) LQM 13 a 100 mg/Kg; (H) LQM 15 a 2 mg/Kg; (1) LQM 15 a 10 mg/Kg; (J) LQM 15 a 100 mg/Kg.

Coloragao: hematoxilina-eosina. Aumento: 40x.— Espaco porta; \ 5 | Sinusoides; VP — veia porta; DB — ducto biliar; AR —
artéria.
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£ o pu

Figura 19 - Analise histopatologica cardiaca da toxicidade aguda dose unica, por via oral, dos derivados aminoguanidinicos e o
controle negativo. (A) Controle negativo; (B) LQM 3 a 2 mg/Kg; (C) LQM 3 a 10 mg/Kg; (D) LQM 3 a 100 mg/Kg; (E) LQM 13 a 2
mg/Kg; (F) LQM 13 a 10 mg/Kg;

; (G) LQM 13 a 100 mg/Kg; (H) LQM 15 a 2 mg/Kg; (I) LQM 15 a 10 mg/Kg; (J) LQM 15 a 100 mg/Kg.
Coloragao: hematoxilina-eosina. Aumento: 40x.
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5.4 Avaliacdo da atividade antidiabética e antiglicante in vivo

No estudo para avaliagdo do potencial antidiabético e antiglicante in vivo a
massa corporal dos animais teve pouca variagdo durante os 14 dias de estudo,
apresentando leve aumento, tanto nos animais normais como nos diabéticos. Nao foi
observado sinais de polifagia e polidipsia, sintomas recorrentes em diabéticos, nos
animais diabéticos tratados ao longo do experimento. A figura 20 apresenta a
evolug&o no peso dos animais deste estudo.
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Figura 20 — Comparacgao entre a massa corporal inicial (D0O) e final (D14) de ratos
Wistar tratados com derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles. Notas:
Médias * erro padrdo. Letras iguais diferem estatisticamente entre si. Utilizando Teste t de
Student considerando p<0,5

Um dado importante para ser ressaltado € que os animais tratados com
aminoguanidina mantiveram o peso sem diferenga estatistica durante os 14 dias do
experimento, bem como os que receberam o derivado LQM 15 nao tiveram ganho de
peso significativo, tanto os normais como os diabéticos. Essa agcdo de manutengao do
peso corporal da aminoguanidina ndo foi encontrada nos estudos pesquisados.
Diferentemente desses achados, Majd et al. (2014) encontraram um aumento
significativo de peso no grupo de animais diabéticos tratados com uma solugéo de
0,1% (w / v) de aminoguanidina, ad libitum, durante 8 semanas.

A perda de peso que € um dos sinais do diabetes nao tratado, ndo foi
observada em nenhum dos animais diabéticos deste estudo. A manutengédo do



62

consumo de alimentos, com aumento gradual de peso, pode ser devido ao efeito
hipoglicemiante dos derivados ao longo dos dias de tratamentos.

Erejuwa et al. (2011) avaliaram a associagdo do mel a glibenclamida e a
metformina para melhora do controle glicémico, eles observaram perda de peso ao
longo do experimento nos animais diabéticos do seu estudo. Nem glibenclamida, nem
metformina, drogas padréo para tratamento, evitaram essa perda de peso.

Os valores de massa cardiaca, hepatica, renal e pancreatica foram
calculados considerando o peso corporal dos animais. Apos os 14 dias de
administracao oral dos derivados aminoguanidinicos aos ratos, nenhuma alteragao na
morfologia dos 6rgaos foi observada em relacdo aos grupos controle (Tabela sete).
As diferengas de massa encontradas se devem a variagdo do peso corporal dos
animais de alguns grupos. Histologicamente esses 6rgdos também n&o apresentaram
alteragbes relacionadas ao uso dos derivados ou de seus controles (dados nédo

apresentados).

Tabela 7 - Parametros morfolégicos de ratos tratados com derivados

aminoguanidinicos e seus respectivos controles por 14 dias.
Grupos Massa Massa Massa Massa

cardiaca hepatica renal pancreatica

GLI 0,3982+0,018 3,250+0,086 0,380°+0,008 0,475+0,045
CND 0,433+0,011 3,320+0,119 0,422+0,015 0,488+0,038
AminoD  0,4772+0,022 3,5079+0,074 0,443+0,008 0,575+0,049
LQM 03D  0,402+0,011 2,9589+0,078 0,408+0,010 0,580+0,116
LQM 13D  0,475+0,030 3,205+0,115 0,4772+0,017 0,505+0,059
LQM 15D  0,428+0,023 3,182+0,113 0,438+0,029 0,520+0,041
CNN 0,418+0,010 3,442°+0,065 0,397+0,016 0,577+0,035
AminoN  0,470°+0,014 3,377+0,062 0,418+0,018 0,572+0,029
LQM 03N 0,390°+0,009 3,096+0,073 0,414+0,015 0,518+0,068
LQM 13N 0,430+0,008 3,165+0,047 0,462+0,005 0,470+0,037
LQM 15N  0,420+0,012 2,978°+0,072 0,458+0,020 0,514+0,030

Notas: Médias * erro padrao. Médias seguidas da mesma letra na coluna diferem estatisticamente entre

si utilizando ANOVA com po6s teste de Dunnet considerando p<0,05.
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A maioria dos estudos em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina
ndo apresenta alteragées no peso dos orgaos. Silva et al. (2011), ndo encontraram
diferenga para o figado, mas o peso dos rins apresentou-se 1,5 vez aumentado.
Também Dantas et al. (2006), avaliando alguns parédmetros fisioldgicos de ratos do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringad, Estado do Parana,
encontraram uma massa renal elevada, mesmo em animais que nao foram
submetidos a nenhuma terapéutica medicamentosa, nem inducdo de diabetes.

Os valores médios hematolégicos em fungao dos diferentes tratamentos
estdo apresentados na tabela oito. Avaliar o sistema hematopoiético € um dos
parametros importantes utilizados em estudos in vivo, para determinar o estado
fisiolégico e patolégico, uma vez que fornece informagées importantes sobre a reagéo
do corpo a uma agressao (OMOTAYO; KAZEEM, 2015).

Para melhor compreensao os dados foram agrupados em diabéticos e nédo
diabéticos. Apesar de apresentarem algumas diferengas estatisticamente
significativas, quando comparados ao controle negativo diabético e o controle negativo
normal, clinicamente estdo dentro dos parametros relatados na literatura (MARTINS
et al., 2009; ROCHA et al., 2012; VIVAS, 2014).

Em nenhum grupo observou-se anemia, porém os leucdcitos estavam
baixos nos animais normais que receberam o LQM 13. Vale relembrar que durante o
experimento houve dois ébitos em animais que receberam este derivado, sendo um
diabético e outro normal. E no estudo de toxicidade aguda todas as amostras retiradas
desse grupo apresentou coagulacao imediata. Nao foi possivel correlacionar esses

achados a possiveis efeitos adversos desse derivado.
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Tabela 8 — Parametros hematolégicos e leucometria obtidos de ratos Wistar

diabéticos e néo diabéticos tratados derivados aminoguanidinicos e seus respectivos

controles.
A GRUPOS DIABETICOS
PARAMETROS
CND AD GLI LQM 03 LQM 13 LQM15
Hematocrito (%) 44+1,052 44+1,54 44+0,58 38+1,072 36+0,752 38+0,372
Hemoglobina(g/dL) 12,6+0,52  12,4+0,53 13,1+0,89  12,0+1,29  13,1+0,69  13,5+0,73
Hemacia (109) 4,3+0,18 4,6+0,16  4,4+0,29 5,0+0,29 5,0+0,10 4,5+0,28
HCM (pg) 29,1+1,79  27,0+0,91 29,7+1,79 24.8+3,74  2509+1,30  30,3+3,46
VCM (fL) 102,2+4,79 95,2+0,92 101,4+7,94 77,1+4,43  70,4+2,36  85,1+6,26
CHCM (%) 28,5+0,97° 28,4+1,04 29,8+2,24  31,4+3,18 36,9+2,68° 35,3+2,12
Leucometria
3833+636,4 4217+585,0 5483+742,9 3520+554,7 2900+491,2 3080+383,3
global (mm3)
. GRUPOS NAO DIABETICOS
PARAMETROS
CNN AN LQM 03 LQM 13 LQM15
Hematocrito (%) 45+0,79° 444210 37+0,89° 39+1,65¢ 38+0,71¢
Hemoglobina(g/dL) 12,1+0,73 11,1+0,57 13,7+0,44 13,6+1,28 13,7+0,87
Hemacia (109) 4,9+0,33 4,5+0,31 4,6+0,39 4,6+0,39 4,7+0,06
HCM (pg) 24,7+1,21 25,2+1,83 30,9+3,53 30,742,74  29,9+2,02
VCM (fL) 93,7+6,39 99,6+4,69 82,8+7,84 91,8+1513  80,6+1,38
CHCM (%) 26,7+1,42¢ 25,1+0,86 37,1+0,90¢ 34,7+3,58¢  36,1+3,58¢
Leucometria
6092+940,2¢ 2083+325,2¢ 4590+447,0  2563+379,9° 4420+681,3

global (mm3)

Notas: Médias + erro padrdo. Médias seguidas da mesma letra diferem estatisticamente entre si
utilizando ANOVA com p6s teste de Dunnet considerando p<0,05.

Avaliando a acao antidiabética in vivo dos derivados aminoguanidinicos

LQM 3, LQM 13 e LQM 15 na concentracao de 2 mg/kg de peso € possivel afirmar

que esses trés possuem acao para controle dos valores glicémicos. Estatisticamente

pode-se afirmar que estes tiveram uma acao semelhante a droga padrao glimepirida,

a qual apresentou uma redugao de 53% nos indices de glicose, enquanto que a LQM3
teve 57,6%, a LQM13 obteve 57,9% e por fim a LQM15 com 65,2% (Tabela nove).



65

Tabela 09 — Valores de glicemia de ratos Wistar diabéticos e percentual de reducéo

antes e apos o tratamento em com derivados aminoguanidinicos e seus controles.

Glicemia de jejum (mg/dL) % de:

GRUPOS tg?;?nsei(’:o trrﬁgasegto red;eg " pvalue
glicemia

CNN 91,246,3 82,3+4,3 N/A
CND 205,2+10,8 234,847, 7 e 0,8747
AN 92,546,5 85,8+6,2 N/A
AD 193,2+4,8 106,2+6,0*2 45% 0,0002
GLI 172,7+21,0 81,2+ 11,6* 53% 0,0222
LQM 3 N 99,6+5,4 83,4+11,9 N/A
LQM 3D 196,8+3,7 83,4+4,8* 57,6% <0,0001
LQM 13 N 95,0+6,7 94,749,9 N/A
LQM 13D 187,0+6,3 78,7+8,7*@ 57,9% 0,0001
LQM 15N 73,2+5,0 97,4+13,6 N/A
LQM 15D 199,4+8,0 69,4+2,8*2 65,2% <0,0001

NOTA: Média + erro padréo. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem da glimepirida
(GLI) e médias seguidas de * na mesma coluna diferem do controle negativo diabético (CND) pelo
ANOVA com pds-teste de Dunnett considerando p<0,05

Kim et al. (2014), estudando a aminoguanidina como protetor da retinopatia
diabética, numa concentragcdo de 50 mg / kg (p.0.) uma vez por dia durante 13
semanas, também encontrou um pequeno decréscimo nos valores de glicemia nesses
ratos. Sabe-se que a aminoguanidina ndo € considerado um antidiabético. A sua agao
€ na inibicdo dos produtos finais da glicagdo avancada (STIRBAN, GAWLOWSKI,
RODEN, 2014)

A hemoglobina glicada € um padrédo de monitoramento para os diabéticos.
Seus valores elevados refletem a média dos niveis glicémicos dos ultimos dois a
quatro meses. Sendo indicado para estudos cronicos do diabetes. Apesar desse
conceito em humanos, Santos (2014) apresenta valores elevados de hemoglobina
glicada em animais com sete dias de indugao do diabetes por estreptozotocina. Como
o metabolismo dos ratos Wistar € mais acelerado que o de humanos acredita-se que
a condicao de hiperglicemia induziu de forma rapida as reagdes de glicagdo nao
enzimatica (FARIA et al., 2011).
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A A1C é um componente menor da Hb, sendo encontrada em individuos
adultos ndo-diabéticos em uma proporcdo de 1% a 4% dos individuos normais. Na
pratica, os valores normais de referéncia véo de 4% a 6% (NETTO et al., 2009).

A figura 21 apresenta os valores de hemoglobina glicada nos animais
diabéticos deste estudo. Apesar de apresentarem diferenga significativa entre os
animais tratados com os derivados LQM 3 e LQM 13 e a aminoguanidina e o controle
negativo, todos os animais obtiverem valores abaixo de 3%, ou seja, clinicamente
normais. Niveis de HBA1c acima de 7% estdo associados a um risco

progressivamente maior de complicagées crénicas (NETTO et al., 2009).

* # *#

Nivel de A1C (%)
B

Figura 21 — Valores de hemoglobina glicada de ratos Wistar diabéticos tratados por
14 dias com derivados aminoguanidinicos e seus respectivos controles. Notas: Médias
+ erro padrdo. Médias seguidas de *diferem do controle negativo e seguidas # diferem da
aminoguanidina utilizando ANOVA com pds teste de Dunnett considerando p<0,05.

Ao utilizar a aminoguanidina como inibidor de produtos finais da glicagéo
avangada, em uma concentragao de 250 mg/Kg, em ratos diabéticos induzidos por
aloxano, Carvalho et al. (2011), também quantificaram a hemoglobina glicada e a
frutosamina nesses animais. A hemoglobina glicada neste estudo foi de 4,8%, ou seja,
maior do que os valores apresentados por todos os grupos tratados com os derivados
desta pesquisa.
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Em estudos agudos de glicagédo a frutosamina € o melhor pardmetro por
representar a concentragdo média da glicagcédo entre a albumina e a glicose nas ultimas
duas ou trés semanas. Ela é um produto de glicagdo ndo enzimatica das proteinas
séricas, em sua maioria a albumina, que se constitui na maior massa proteica
plasmatica depois da hemoglobina (50-80%) e grupo carbonil da glicose. E
proporcional a concentragao da glicemia e correlaciona-se com a glicemia de jejum e
com a hemoglobina glicada (KOGA, KASAYAMA, 2010; FEITOSA, ANDRADE, 2014).
A figura 22 apresenta os valores de frutosamina nos grupos estudados. Todos os
animais tratados tiveram uma diferenca significativa (P<0,0001) quando comparados
com o controle negativo diabético.
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Figura 22— Valores de frutosamina de ratos Wistar tratados por 14 dias com derivados
aminoguanidinicos e seus respectivos controles. Notas: Médias + erro padrdo. Médias

seguidas de * diferem entre si utilizando ANOVA com pds teste de Dunnett considerando
p<0,05.

Diferentemente deste estudo a concentragdo de frutosamina ndo foi
influenciada, pela inducao do diabetes com estreptozotocina na pesquisa, de Silva et
al. (2011), ao observar seu efeito sobre os perfis glicémico e lipidico e o estresse
oxidativo. Mesmo a STZ aumentando os niveis glicémicos em sete vezes, ndo se
conseguiu observar elevagao de frutosamina, possivelmente, em decorréncia do curto

tempo de experimento (dez dias).
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Outros parametros bioquimicos foram avaliados, buscando possiveis
efeitos do tratamento com os derivados aminoguanidinicos, nas fungdes renal e
hepatica, além do perfil lipidico dos animais. Sabendo de possiveis efeitos
nefrotdxicos avaliou-se ureia e creatinina, além das proteinas totais e fragées que
também podem estar relacionadas a hepatotoxicidade.

A ureia apesar de ser utilizada como biomarcador renal, ela ndo tem a
mesma precisao da creatinina, pois os tubulos renais reabsorvem 40% desse produto,
além de poder variar com a ingestéo proteica, sangramento gastrintestinal e o uso de
alguns medicamentos. Ja excreg¢ao da creatinina € mais fidedigna, pois s6 acontece
por via renal, uma vez que ela ndo pode ser reabsorvida e também ndo é
reaproveitada pelo organismo (ABENSUR, 2011; COSTA et al., 2011).

Por isso, quando se mensura os niveis de creatinina plasmatica, estes
refletem a taxa de filtragdo renal, de forma que quando os niveis estdo elevados
indicam uma deficiéncia na funcionalidade renal, o que nédo foi observado com o uso
dos derivados aminoguanidinicos apos os 14 dias de tratamento.

As descobertas deste estudo estdo de acordo com resultados anteriores
descritos na literatura. Nayac et al. (2014) afirmam que o aumento dos AGEs no
plasma esta associado com o aumento da creatinina sérica. Os animais tratados com
os derivados tiveram valores de creatinina mais baixos que os controles (Figura 23).
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Figura 23 — Valores bioquimicos da fungao renal de ratos Wistar diabéticos e nao
diabéticos tratados por 14 dias com derivados aminoguanidinicos e seus respectivos
controles. Notas: Médias + erro padrdo. Médias seguidas de *diferem do controle negativo
diabético e seguidas # diferem do controle negativo normal utilizando ANOVA com pds teste
de Dunnett considerando p<0,05.
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As enzimas hepaticas em circunstancias normais residem dentro dos
hepatécitos. No presente estudo os valores de TGO e TGP estiveram muito proximo
dos animais do controle negativo ndo diabéticos, sugerindo que o uso dos derivados
de forma aguda pode néo ser hepatotoxico (FIGURA 24).

Assim como, Mahmoud, Zakaria, Fahmy (2015) que estudaram a agéo da
aminoguanidina na fungdo hepatica e renal de ratos induzidos a cirrose hepatica
crbnica e mesmo neste contexto, a aminoguanidina conseguiu melhorar a fungao
hepatica e renal.

A fosfatase alcalina apesar de ter variado em todos os grupos, os valores
apresentados estdo dentro da referéncia de 56 — 153 U/L (LIMA et al., 2014). A
literatura afirma que essa variagdo pode acontecer durante tratamentos
farmacologicos (COSTA et al., 2011)
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Figura 24 — Valores bioquimicos da fungao renal hepatica de ratos Wistar diabéticos
e nao diabéticos tratados por 14 dias com derivados aminoguanidinicos e seus
respectivos controles. Notas: Médias + erro padrdo. Médias seguidas de *diferem do
controle negativo diabético e seguidas # diferem do controle negativo normal utilizando
ANOVA com pés teste de Dunnett considerando p<0,05.
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A producédo de triglicerideos é aumentada em estados de resisténcia a

insulina e no diabetes, levando os individuos a um maior risco de doengas

cardiovasculares (XIAO et al., 2015). Com relagado aos niveis séricos dos triglicerideos

foi detectada uma diminuicdo significativa nos ratos tratados com os trés derivados

aminoguanidinicos. Todos os animais tiveram valores significativamente menores que

0s animais dos controles diabéticos e ndo diabéticos (Tabela 10).

Diante dos efeitos na redugédo sérica dos ftriglicerideos e nos demais

parametros de lipideos pode-se sugerir estudos para o uso desses derivados no

tratamento das dislipidemias. No entanto, essa consideragdo precisa ser investigada

de forma mais detalhada, inclusive em modelos animais de dislipidemia.

Tabela 10 — Perfil lipidico ratos Wistar diabéticos e nao diabéticos apos tratamento

com derivados aminoguanidinicos e seus controles.

PARAMETROS
Grupos Colesterol Triglicerideos HDL LDL VLDL
CND 143,5?161(;,5*3 78,3+11,1* 50,7+8,8* 75,3+8,3* 15,7+2,2*
GLI 168,0+9,12  112,1+12,4*  19,2+21*P 126,4+9,8* 224+2 5*
Amino D 118,7+11,3 91,4+14,4 31,5+5,9* 68,9+10,4 18,3+2,9
LQM 03D  40,8+6,1* 62,9+0,27 14,4+0,9* 23,5+6,2* 12,6+0,1
LQM 13D  48,3+3,2* 63,4+0,36 16,3+1,5*0  28,7+3,2*¢  12,7+0,1
LQM 15D  45,5+3,6* 62,2+0,07 16,8+0,8*0 25,3+4,2*¢  12,4+0,0
CNN 100,5+13,62  81,3+13,3 38,1+7,0° 46,1+13,4* 16,2+2,6
Amino N 122,148,3 75,049,2 41,0+3,7 66,2+11,4  15,0+1,8
LQM O3N  53,0+3,7* 63,5+0,55 16,7+0,7*0  33,0+4,1*  12,7+0,1
LQM 13N 52,8+3,2*2 62,6+0,29 14,6+0,4*® 35, 2+3,0* 12,5+0,1
LQM 15N 37,8+2,4*2 62,1+0,16 15,3+0,6*® 19,5+2,5*¢  12,4+0,0

Notas: Média + erro padrdo. Médias seguidas de * na mesma coluna diferem do controle negativo
diabético (CND) e médias seguidas da mesma letra na coluna diferem do controle negativo normal

(CNN) e pelo ANOVA com pés-teste de Dunnett considerando p<0,05
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Assim, a avaliagdo da atividade antidiabética e antiglicante dos derivados
aminoguanidinicos apresentou dados promissores e inter-relacionados por
apresentarem baixa toxicidade, atuarem de forma significativa nos AGES in vitro e in
vivo, com reducdo nos valores de hemoglobina glicada e frutosamina, além de
possuirem acao antidiabética em ratos Wistar, com inducdo por estreptozotocina,
mantendo padrdes bioquimicos para fungao renal e hepatica dentro da normalidade.
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6 CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos, nas condigbes experimentais do
presente trabalho, conclui-se que no teste de toxicidade celular in vitro os derivados
aminoguanidinicos foram seguros e ndo mostraram qualquer efeito téxico, em
dezessete dos dezenove derivados, quando as células foram tratadas com a
concentragdo de 10 pM. E para 100pM da amostra, dez desses derivados se
mantiveram dentro padrdo de 80% de células viaveis.

Os derivados aminoguanidinicos, LQM3, LQMS5, LQM6, LQM7, LQM13,
LQM16 e LQM17, tiveram excelente agao na inibigdo da formagao de produtos finais
da glicagdo avangada in vitro. O LQM 13 atingiu até 94,6% de inibicdo de AGEs sendo
esse resultado superior a aminoguanidina.

Nos estudos in vivo os derivados LQM 3, LQM 13 e LQM 15 n&o foram
toxicos, ou seja, os animais ndo perderam peso, nem apresentaram alteragdes
comportamentais, nem bioquimicas ou histolégicas que pudessem ser atribuidas ao
uso dos derivados.

Nos testes para atividade antidiabética e antiglicante, esses trés derivados
conseguiram reduzir os valores de glicemia em até 65%, sendo significativos quando
comparados com a glimepirida droga padrdo utilizada. Além disso, os niveis de
frutosamina e hemoglobina glicada se mantiveram baixos nos grupos tratados com os
derivados, com parametros bioquimicos que nao indicaram nefro elou
hepatotoxicidade.

Portanto, é possivel concluir, que os derivados testados tém potencial para
novos estudos, estes representam prototipos de farmacos promissores, para que no
futuro seja possivel ter um produto capaz de reduzir os indices glicémicos e, ao
mesmo tempo ter agdo antiglicante, protegendo os individuos das complicagées
macro e microvasculares do diabetes.

A boa atividade antiglicante e antidiabética, tanto in vitro como in vivo,
apresentada pelos derivados aminoguanidinicos desta pesquisa merece
posteriormente, um estudo para determinacéo do seu mecanismo de agao.
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ANEXO

Parecer da Comissado de Etica no uso de animais da Universidade Federal de
Juiz de Fora.
Comprovante da Patente depositada no INPI pelo Nucleo de Tecnologia e

Inovagéo da Universidade Federal de Alagoas.
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Fax:

Email:
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Pecsoa Junidica

24484100000148

Brasieira
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Maceio

AL

57072-970
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Dados do Pedido
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Titulo da Invengdo ou Modelo de
Utiidade (54)

Resuma:

FORMULACAD FARMACEUTICA CONTENDO COMO PRINCIPIO
OS DERIVADOS DA AMINOGUANIDINA OU
GUANILHIDRAZONICOS COM ATIVIDADE AH'I"I!JLAEE!’EC& B
INIBIDORA DOS PRODUTOS FII'-IA.IS [ GLICA{}&D A'IJ'AHI;AD.A
A presents patenis rata da i unenv_;.au de uma fl:l!"l'l"l‘l.ﬂal;ﬂ

farmacaufica composta a partr de derivados da aminoguanidina ow
guanilhidramdnices visando a diminuicdo dos indices glicémicos no
tratamento do Disbetes Melitus, zlem de poder ser utilizado na
prevencao das complcacdes diabsticas agindo como agents inibidor
da formacio de prodidos finais da glicacdo avancada, ou seja, um
ant-AGE, prevenindo, aterosclerpse, nefropatia, retinopatia,
cataratas ou nevmpatias. Os denvados da pre-serrhamven-;;au ou
possivers sax desses dervados, podem ser usados soladamente ou
em misturas de diferentes proporpdes com outros farmacos, para
us0 oral efolu parentsral, no fratamento do diabetes e na profilaxia
das complicagdes diabsticas.





