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Resumo

As doencgas cardiovasculares podem provocar adaptagdes morfofuncionais no sistema
cardiovascular. A aminoguanidina (AG) foi apontada como uma potencial ferramenta
terapéutica para combater a hipertrofia cardiaca e a fibrose miocéardica. A utilizacdo da AG
mostrou-se inviavel clinicamente devido a riscos hepatotdxicos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos de derivados aminoguanidinicos (DAG) (PA83, LOMO1 e LQMO3) no
modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol. A capacidade antioxidante in vitro

dos DAG e da AG foi avaliada através da capacidade de sequestrar os radicais DPPH’,

ABTS™, H,0, e NO. Foram utilizados como controles positivos o trolox e a
quercetina.Determinou-se a capacidade antiglicante dos DAG e da AG. Ahipertrofia cardiaca
(HC) foi induzida em ratos Wistar machos (7 a 10 semanas de idade) através da administracao
de isoproterenol (ISO; 7 mg/kg, s.c.) durante 15 dias. Ao mesmo tempo, os animais foram
tratados com os DAG e AG em diferentes doses (i.p.).A razdo entre peso cardiaco e peso
corporal (PCard/PCorp) e a razdo entre peso do ventriculo esquerdo e peso corporal
(PVE/PCorp) foram determinadas e utilizadas como indices de hipertrofia cardiaca. A area
total dos cardiomidcitos e a deposicdo de colageno tecidual foram determinados
histologicamente.Dentre os derivados testados, apenas o PA83 e o LQMOI1 apresentaram

capacidade de sequestrar o radical DPPH’ (ICs0pags = 12,86 pg-mL'l;IC50/LQM01 = 18,10

u g-mL'l). No entanto, quanto a capacidade de sequestrar o radical ABTS™, todos os
derivados foram efetivos em neutraliza-lo, destacando-se o PA83 e o LQMO1 como os que
apresentaram os melhores resultados (ICsopass = 8,52 pg-mL'l; ICs0n.qmo1 = 7,50 pg-mL'l). O
PAS83 foi o derivado mais eficiente em reduzir a quantidade de "NO e H,O; (23,5% € 87,9%,
respectivamente). Quanto a capacidade antiglicante, o derivado LQMO03 demonstrou ser o
mais eficaz, sendo melhor que a AG nas primeiras 24 horas (58,6+1,5% e 34,3%1,1%,
respectivamente). De acordo com os indices de hipertrofia cardiaca (razdo PCard/PCorp. e
razdo PVE/PCorp.) o tratamento com os DAG e/ou com a AG nio foi capaz de impedir a HC
(""p<0,0001). No entanto, o tratamento com o derivado LQMO03 (30 mg/kg) foi capaz de
atenuar levementeos efeitos hipertroficos do isoproterenol sobre o miocardio quando
comparado ao tratamento CT ("p<0,01). Quanto a area total relativa dos midcitos cardiacos,
tanto o tratamento com AG (50 mg/kg) quanto com o LQMO3 (30 mg/kg) apresentaram
aumento significativo quando comparados aosgrupos CT (7 'p<0,00001) e ISO
(*p<0,0001). O tratamento com AG e com o LQMO3 ndo impediu o aumento relativo da
deposicao de coldgeno no miocéardio, observando-se uma elevacdo de 58,7% no grupo tratado
com AG (*p<0,05), enquanto no grupo tratado com LQMO3 foi de 140,6% (****p<0,0001). No
figado, o tratamento LQMO3 resultou no aumento significativo de, aproximadamente, 12
vezes na quantidade relativa do colageno hepético quando comparado aos demais grupos
(""p<0,0001). O estudo de docking molecular mostrou que os derivados apresentaram maior
afinidade pelas isoformas MMP-2 e MMP-9 do que a AG. Além disso, observou-se que
dentre os derivados, o composto PA 83 foi o que apresentou maior afinidade pelas MMPs.A
partir dos resultados obtidos, conclui-se que o derivado PA83 é o composto com melhor perfil
antioxidante in vitro. No entanto, o composto LQMO3 € o derivado com melhor capacidade
antiglicante. Embora o derivado LQMO3 tenha apresentado um comportamento atenuador dos
efeitos hipertréficos do ISO sobre o miocéardio, este composto provoca aumento da deposicao

de coldgeno miocardico e hepatico.

Palavras-chaves: Hipertrofia Cardiaca, Fibrose, Aminoguanidina, Capacidade Antioxidante



Abstract

Cardiovascular diseases can cause morphological and functional adaptations in the
cardiovascular system. Aminoguanidine (AG) has been suggested as a potential therapeutic
tool to combat cardiac hypertrophy and myocardial fibrosis. The use of AG was clinically
unfeasible due to hepatotoxic risks. The objective of this study was to evaluate the effects of
aminoguanidine derivatives (DAG) (PA83, LQMOI1 and LQMO3) on the isoproterenol-
induced cardiac hypertrophy model. The in vitro antioxidant capacity of DAG and AG was
evaluated by the ability to sequestrate radicals DPPH’, ABTS™, H,0, and ‘NO. Trolox and
quercetin were used as positive controls. The antiglycation capacity of DAG and AG was
determined. Cardiac hypertrophy was induced in male Wistar rats (7 to 10 weeks of age) by
administration of isoproterenol (ISO, 7 mg/kg, s.c.) for 15 days. At the same time, the animals
were treated with DAG and AG in different doses (i.p.). The ratio between heart weight and
body weight (HW/BW) and the ratio between left ventricular weight and body weight
(LVW/BW) were determined and used as cardiac hypertrophy index. The total area of cardiac
myocytes and deposition of tissue collagen were determined histologically. Among the
derivatives tested, only PA83 and LQMOI had the ability to sequester the radical DPPH’
(ICsopags = 12.86 pgmL™; ICsoomor = 18.10 pg'mL™"). However, as for the ability to
sequester the ABTS™ radical, all the derivatives were effective in neutralizing it, with PA83
and LQMOI being the most successful (ICsopags = 8.52 pg'mL"; ICsoromor = 7.50 pgrmL™).
PAS83 was the most efficient derivative in reducing the amount of ‘NO and H,0, (23.5% and
87.9%, respectively). Regarding the anti-coagulant capacity, the LQMO3 derivative was
shown to be the most effective, being better than AG in the first 24 hours (58.6 + 1.5% and
34.3 + 1.1%, respectively). According to the cardiac hypertrophy index (HW/BW and
LVW/BW) treatment with DAG and/or AG was not able to prevent cardiac hypertrophy (* p
<0.0001). However, treatment with LQMO3 derivative (30 mg/kg) was able to slightly
attenuate the hypertrophic effects of isoproterenol on the myocardium when compared to CT
group (" p <0.01). Regarding the total relative area of the cardiac myocytes, both treatment
with AG (50 mg/kg) and LQMO3 (30 mg/kg) presented a significant increase when compared
to CT groups ( p <0.00001) and ISO (***p <0.0001). Treatment with AG and LQMO3 did
not prevent the relative increase of collagen deposition in the myocardium, with an increase of
58.7% in the group treated with AG (‘p <0.05), whereas in the group treated with LQMO03
was 140.6% (****p <0.0001). In the liver, LQMO3 treatment resulted in a significant increase
of approximately 12 fold in the relative amount of hepatic collagen when compared to the
other groups (* p <0.0001). The molecular docking study showed that the derivatives
exhibited higher affinity for MMP-2 and MMP-9 isoforms than AG. In addition, it was
observed that among the derivatives, the PA 83 compound had the highest affinity for
MMPs.From the results obtained, it is concluded that the PA83 derivative is the compound
with the best antioxidant profile in vitro. However, compound LQMO3 is the derivative with
the best anti-binding ability. Although the LQMO3 derivative showed an attenuating behavior
of the hypertrophic effects of ISO on the myocardium, this compound causes an increase in
the deposition of myocardial and hepatic collagen.

Keywords: Cardiac Hypertrophy, Fibrosis, Aminoguanidine, Antioxidant Capacity.
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1 INTRODUCAO

Estimativas divulgadas pela Organizacdo Mundial da Saide (WHO — World Health
Organization) indicam que em 2030 as doencas cardiovasculares serdo responsaveis por 35%
das mortes em todo o mundo(MATHERS; LONCAR, 2006; WHO, 2009). Este cenario faz
das doengas cardiovasculares um dos maiores problemas de saide publica em todo o mundo,
produzindo impactos socioecondmicos de grande relevancia para o0s mecanismos
administrativos de gestdo publica e, consequentemente, para o desenvolvimento da sociedade
(FERNANDO et al., 2014; BARQUERA et al., 2016). Ilustrando tal panorama, em 2008, os
Estados Unidos da América (EUA) tiveram um custo direto com as doengas cardiovasculares
de 179,3 bilhdes de dolares, trés vezes mais do que € investido para atender as despesas com
as doencas pulmonares (NIH, 2012).

O combate as doencas cardiovasculares de forma direta € totalmente dependente do
desenvolvimento de ferramentas farmacoldgicas que sejam eficazes. Essa situacdo se deve ao
fato de que muitas condi¢des patologicas sejam decorrentes ou influenciadas por fatores nao
modificaveis, como os genéticos e mau formagdes congénitas (SPEGGIORIN et al., 2016;LI;
ZHANG, 2017).No entanto, independentemente do fator de risco, uma vez constatada a
instalacdo de qualquer doenga cardiovascular, a terapia farmacoldgica € a primeira estratégia
adotada para combater suas complicagdes. Dessa forma, o desenvolvimento de novos
farmacos, principalmente aqueles que possuam atividade farmacoldgica sinérgica, configura
uma situacdo extremamente necessaria, uma vez que muitas doengas cardiovasculares e seus
fatores de risco estdo associados a outras condi¢Oes patoldgicas, tais como diabetes,
dislipidemia, obesidade, entre outros (NATARAJAN et al.,, 2013). Além disso, diante da
heterogeneidade clinica das doencas cardiovasculares, o tratamento das suas complicacdes
torna-se de alto custo devido a necessidade de se utilizar diferentes farmacos para as diversas
complicacdes (PUTNAM et al., 2009;BROUWER et al., 2015).

Na maioria dos casos, as doencas cardiovasculares sdo responsaveis por causar
alteracdes funcionais e/ou morfologicas no coracao(SELVETELLA et al., 2004; ROMANO;
MACIEL, 2008). Tais alteracdes podem caracterizar um evento fisiolégico chamado
remodelamento cardiaco que, por sua vez, envolve modificacdes nos padrdes de expressao
génica, moleculares, celulares e intersticiais(MAASS et al., 2004; ROHINI et al., 2010).
Consequentemente, estas alteracdes resultam em adaptacdes no tamanho, forma e fungdo
cardiaca ou vascular em fun¢do das doengas que incidem sobre o organismo, sendo a

hipertrofia cardiaca uma das principais respostas aos agravos cardiovasculares
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(SELVETELLA; LEMBO, 2005; MCMULLEN; JENNINGS, 2007).Este tipo de adaptacao
quando ocorre a partir de condi¢des patologicas pode ser um indicador muito relevante de
morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares, uma vez que a hipertrofia ventricular
esquerda (HVE) constitui um fator que precede o surgimento de insuficiéncia cardiaca
congestiva, morte subita (RIBEIRO et al., 2003), doenca isquémica cardiaca e arritmia
ventricular(NOGUEIRA, 1999).

Uma vez estabelecida a relagdo entre mecanismos intracelulares e as respostas
adaptativas do sistema cardiovascular diante de situagdes patogénicas, o desenvolvimento de
novas ferramentas tuteis para combater os prejuizos fisiologicos causados compreende uma
das estratégias utilizadas para tratar pessoas acometidas por doencas do sistema circulatério
(BARRY et al., 2008; BERNARDO et al., 2010). Nesse sentido, a aminoguanidina (AG), um
potente antiglicante e inibidor seletivo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), tem
se mostrado muito eficaz no tratamentodas complicagdes cardiovasculares causadas pelo
diabetes mellitus e hipertensdo em modelos animais(CHANG et al., 2006; DI NASO et al.,
2010), reduzindo os niveis de produtos de glicacdo avancada (AGEs) e seus
intermediarios(FORBES et al., 2004; THOMAS et al., 2005).No entanto, embora estudos
clinicos tenham mostrado efeitos modestos do tratamento de pacientes diabéticos com
AG(BOLTON et al., 2004), também se observou que a terapia com esta substanciapromoveu
danos hepéticos, distirbios gastrointestinais € anemia em pacientes diabéticos, resultando na
descontinuidade do ensaio clinico proposto(FREEDMAN et al., 1999;NENNA et al., 2015).

Diante do exposto, o desenvolvimento de novos derivados guanidinicos,
principalmente os que apresentem melhorias das acdes bioldgicas da aminoguanidina, pode
proporcionar a disposicdo de novos candidatos a agentes terapéuticos para tratar as
complicagdes cardiovasculares.Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando no
desenvolvimento estratégico de novas moléculas derivadas da aminoguanidina que possam
ser utilizadas como ferramentas terapéuticas para diversas condi¢des patoldgicas, tais como
leishmaniose e hipertensiao. Recentemente, foi publicado um trabalho descrevendo o potencial
terapéutico de uma série de 20 moléculas derivadas da aminoguanidina, onde foi possivel
observar alguns dos derivados com agdo antiproliferativa consideravel, sugerindo uma
atividade anticancer (FRANCA et al.,, 2016).Contribuindo significativamente com o
delineamento estratégico proposto inicialmente, um dos trabalhos realizados por nosso grupo
foi capaz de apontar um dos derivados aminoguanidinicos sintetizados como muito promissor

para o tratamento da hipertensdao, uma vez que se observou efeito vasodilatadorin vitro e anti-
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hipertensivo em modelos animais de hipertensdo espontinea em funcdo da acgdo
farmacoldgica do derivado utilizado(COSTA, 2017).

O desenvolvimento racional de novos derivados da aminoguanidina tem sido alvo de
outros grupos de pesquisa, os quais publicaram trabalhos demonstrando a eficicia destas
substancias como agentes anticancerigenos (PINHATTI et al., 2016; SILVA et al., 2016),
antifiingicos (AJDACIC et al., 2016) e antiviral (JIN; MCGRATH; XU, 2015).No entanto,
estudos voltados para desenvolver substancias derivadas da aminoguanidina que possam ser
utilizadas como farmacos para o tratamento de doengas cardiovascular ainda sdo escassos.
Dessa forma, este trabalho propds avaliar os efeitos de trés derivados aminoguanidinicos no

modelo animal de hipertrofia cardiaca patologica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos de derivados aminoguanidinicos sintéticos no modelo de
hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.
2.2 Especificos

» Auvaliar a capacidade antioxidante in vitrode derivados aminoguanidinicos através dos

ensaios de sequestro do radical2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH'),radical 2,2°-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS *),sequestro de peréxido de

hidrogénio (H,0,) e sequestro de 6xido nitrico (NO);

» Avaliar a capacidade antiglicante dos derivados aminoguanidinicos e da

aminoguanidina;
» Induzir a hipertrofia cardiaca e determinar o indice de hipertrofia cardiaca;

» Mensurar a area total de midcitos cardiacos através de analise histoldgica do coragdo

por meio da coloracdo com Hematoxilina & Eosina;

» Avaliar acondi¢do fibrética do tecido cardiaco através de andlise histologica do

coragdo por meio da coloragdo de Gomori;

» Realizar a simulagdo de interacdo molecular entre a aminoguanidina e seus derivados

e as enzimas MMP-2 e MMP-9 através de docking molecular;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Contexto Epidemiolégico das Doencas Cardiovasculares no Mundo

As doencgas cardiovasculares sdo definidas ou caracterizadas como qualquer tipo de
injiria que cause prejuizos nas funcdes cardiacas e/ou vasculares (GAWRYSZEWSKI;
SOUZA, 2014). Em todo o mundo, tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento, as doencas cardiovasculares sdo as principais causas de mortes e
morbidades(WHO, 2013a; UTHMAN et al., 2015). Tal afirmativa € constatada pelaWHO que
publicou dados referentes ao ano de 2012 mostrando que as doencas cardiovasculares
provocaram 17,5 milhdes de mortes em todo mundo, um nimero que representou 46,2% do
total de Obitoscausados por doencas ndo transmissiveis(MENDIS et al., 2014; SHI et al.,
2016). Dados mais recentes demonstram que este cenario ndao mudou muito em relacdo ao
nimero total de mortes, de modo que em 2015, aproximadamente, 17,7 milhdes de pessoas
morreram em decorréncia das doengas cardiovasculares, correspondendo a 44,7% das mortes
por doengas nao transmissiveis(WHO, 2016)(Figura 1).A relevancia dos comprometimentos
cardiovasculares para o nimero de mortes no cenario mundial éevidenciado pelo fato das
doencas neoplésicas malignas, a segunda maior causa, contribuir com menos de 22% dos
6bitos(UTHMAN et al., 2015).

Dentre as doencas cardiovasculares, as isquémicas cardiacas e as cerebrovasculares
s@0 as principais responsaveis pelas mortes no mundo (FERNANDO et al., 2014;AVEZUM et
al., 2015).Um estudo realizado por Moran e colaboradores (MORAN et al.,, 2014),
demonstrou um aumento significativo no nimero de mortes por eventos isquémicos cardiacos
entre os anos de 1990 e 2010, chegando a atingir mais de 7 milhdes em todo o mundo. Neste
trabalho,os continentes europeu, asidtico e parte da Africa sdo apontados como as principais
regides de ocorréncia de mortes por doencas isquémicas cardiacas.Em outro trabalho
publicado pelo mesmo grupo de pesquisadores, foi relatado que 5,9 milhdes de mortes foram
atribuidas as injurias cerebrovasculares no ano de 2010(FEIGIN et al., 2014). Além disso,
destacaram um aumento global de 25% no niimero de incidéncia de eventos cerebrovasculares
na faixa etaria entre 20 e 64 anos de idade. Projecdes apontam que estes dois tipos de doencgas
cardiovasculares continuardo ocupando o posto de maiores causadoras de mortes no mundo

no ano de 2030 (WHO, 2013b).
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Figura 1- Niumero Total de Mortes por Doencas Nao Transmissiveis
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Fonte: Autor, 2017.

Nota —Numero total de mortes causadas pelas principais doencas ndo transmissiveis no mundo. Dados
extraidos diretamente do banco de dados da Organizacdo Mundial da Satde — Sistemas de Informagdo
e Estatistica da Saude.

Embora as injurias cardiovasculares ocupem, negativamente, um lugar de destaque no
contexto mundial, as estratégias adotadas para combater esses agravos conseguiram reduzir
em até 22% a taxa de mortalidade no periodo de 1990 a 2013, contribuindo com o aumento na
expectativa de vida no mundo (WHO, 2013b; NAGHAVI et al., 2015). No entanto, na
contramdo desta tendéncia, o nimero de mortes por doencas cardiovasculares passou de 12,3
milhdes para 17,3 milhdes no mesmo periodo, um aumento de 41% (ROTH et al., 2015a).
Contribuindo com este cendrio,a prevaléncia de doengas cardiovasculares e alguns fatores de
risco, tais como a hipertensdo, obesidade e diabetes, estio aumentando (SCHNALL et al.,
2016).Corroborando com o impacto destes fatores de riscos, estimativas para o ano de
2025,realizadas por Roth e colaboradores(2015b), indicam que as mortes causadas pelas
doencas cardiovasculares aumentardo, aproximadamente, 32% em fun¢do da elevacdo da
prevaléncia dos fatores de riscos citados. Além dos fatores ja citados, o tabagismo também ¢é
apontado como determinante para ocorréncia de doengcas do aparelho circulatorio,
principalmente entre os homens (LIM et al., 2012;OLIVEIRA et al., 2015).Além disso,
quando ndo causam a morte, os fatores de risco — comportamentais e/ou metabolicos — sdao
responsaveis pela incapacidade para o exercicio normal das atividades laborativasde 71% das
pessoas afetadas pelas doencgas cardiovasculares em paises pobres, enquanto em paises ricos,

essa proporcao aumenta drasticamente para 87% (KWAN et al., 2016).
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A distribuicdo mundial das taxas de mortalidades e no nimero total de mortes por
doencas cardiovasculares depende do grau de riqueza e desenvolvimento dos paises. Nesse
sentido, os paises pobres sdo os que apresentam as maiores taxas de mortalidade do mundo,
atingindo indices de até 80%(MENDIS et al., 2014).Além disso, dados recentes publicados
por Roth e colaboradores (2015a)apontam que estes paises detém os menores declinios na
taxa mortalidade quando comparado aos paises desenvolvidos. Neste mesmo trabalho, os
autores destacam uma elevacdo extremamente significativa no nimero de mortes por doengas
cardiovasculares nos paises pobres no periodo de 1990 a 2013, chegando a alcancar 66% das
mortes, enquanto os paises mais ricos praticamente nao variou. Mesmo se observando tanta
discrepancia em funcdo do grau de desenvolvimento das regides, os paises mais
desenvolvidos também tém as doengas cardiovasculares entre as principais causadoras de
mortes(ALI et al., 2015).No entanto, entre os anos de 1980 e 2010, apenas o cancer esteve a
frente dos agravos cardiovasculares como principal causa de mortes nos paises ricos (WHO,
2013a;ARAUJO et al., 2014).

Nas Américas, segundo Gawryszewski e Souza (2014), entre os anos de 2000 e 2009,
a regido da América do Norte apresentou as maiores médias anuais de mortes, cerca de 1
milhdo de mortes (53% de todas as mortes). Nesse mesmo trabalho, ainda que os nimeros
provoquem algum tipo de espanto, os autores destacam que houve uma reduc¢do de 29,5% na
taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares, seguido da América Latina (14,1%) e da
regido do Caribe (10,9%) no mesmo intervalo de tempo. Em trabalho mais recente, Ordunez e
colaboradores (2015) sustenta estes achados apontando que, no periodo entre os anos de 2000
e 2010, a taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares caiu 21%.

Dentre os paises da América do Sul, as maiores taxas de mortalidade por doencgas
cardiovasculares sdo encontradas no Brasil(STEVENS et al.,, 2012). Para a Organizacao
Mundial da Sadde, o Brasil estd entre os paises classificados como de renda média na regiao
das Américas, condicdo que estd diretamente interligada com o quadro de doencas ndo
transmissiveis no pais (WHO, 2013b;2015).Dados do Ministério da Satde referentes ao
periodo de 2000 a 2014, indicam que o nimero de mortes por doencas cardiovasculares
evoluiu negativamente no Brasil, de forma que se observou um aumento de 30,6%(BRASIL,
2015a).Associado a este dado, a taxa de mortalidade apresentou comportamento semelhante,
elevando-se em mais de 11,7%no mesmo periodo (Figura 2). Quanto a mortalidade
proporcional por grupos de causas, as doengas cardiovasculares continuam sendo as principais
causas de mortes no Brasil, participando com uma parcela de, aproximadamente,

30%(BRASIL, 2015a;RIBEIRO et al., 2016). Corroborando com este cenario, a WHO estima
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que ha uma probabilidade de 19% de uma pessoa morrer antes dos 70 anos de idade por
alguma das 4 principais causas de mortes por doengas ndo transmissiveis no Brasil, sendo as
doencas isquémicas cardiacas e as cerebrovasculares as mais perigosas (WHO, 2014;2015;

RIBEIRO et al., 2016).

Figura 2 - Nimero de mortes e taxa de mortalidade no Brasil
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Fonte: Autor, 2017.

Nota — Nimero de mortes causadas por doengas cardiovasculares no Brasil (A) e Taxa de Mortalidade
por doencas cardiovasculares (B) entre os anos de 2000 e 2014. Dados extraidos do sistema de
informacdes do Ministério da Sadde do Brasil (DATASUS — Tecnologia da Informacdo a Servi¢o do
SUS).

Dentre as regides no Brasil, uma discrepancia acentuada quanto aos dados referentes a
mortalidade é observada. As regides norte e nordeste do Brasil se destacam negativamente
como as que obtiveram as maiores variacoes na taxa de mortalidade total por doencas do
aparelho circulatério entre os anos 2000 e 2011, alcancando 41,6% e 58,5%,
respectivamente(BRASIL, 2015a). No entanto, quando padronizada pela faixa etaria e pelo
nimero de mortes mal definidas, as regides norte e nordeste apresentaram um decréscimo na
taxa de mortalidade (RIBEIRO et al., 2016).

As doencas cardiovasculares sdao um dos maiores problemas de saide publica em todo
o mundo, pois sdo responsaveis por produzir impactos socioecondmicos(FERNANDO et al.,
2014; BARQUERA et al., 2016). Em 2008, os Estados Unidos da América (EUA) tiveram um
custo direto com as doencas cardiovasculares de 179,3 bilhoes de ddlares, trés vezes mais do
que € investido para atender as despesas com as doencas pulmonares (NIH, 2012). Dados
recentes referentes ao ano de 2014 revelam que osEUA gastaram, em média, US$ 9.402,5 por
pessoa, enquanto que no Brasil, foi gasto US$ 947,4 (THE WORLD BANK, 2016; WHO,
2016). Os custos diretos com os prejuizos causados pelos agravos do sistema circulatério

estdo diretamente associados ao numero de fatores de riscos apresentados, de forma que os
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gastos em dinheiro podem chegar a ser duas vezes maiorestMCQUEEN et al,
2016).Estimativas atuais, acompanhada do crescimento na hospitalizacdo e das causas de
mortes por doengas do aparelho cardiocirculatério, apontam para a necessidade de se
desenvolver politicas publicas que combatam os fatores de riscos relacionados aos

acometimentos cardiovasculares (HALL et al., 2012; SCHNALL; et al., 2016).

3.2 A Hipertrofia Cardiaca
3.2.1 A Adaptacdo Hipertréfica do Miocardio

O coracido é um dos primeiros O6rgdos formados durante o desenvolvimento
embriondrio, sendo possivel detectar seus primeiros batimentos por volta do 22° dia de
fecundacio(SPATER et al., 2014). Quando desenvolvido por completo, este é um 6rgio
constituido, basicamente, por midcitos cardiacos, células endoteliais, mastécitos, fibroblastos
e musculo liso vascular (KAMO et al., 2015;PINTO et al., 2016). Além destes tipos de
células, o miocédrdio contém células progenitoras que participam diretamente dos processos de
regeneracao tecidual em casos de injurias(CHONG, 2016; ZHANG et al., 2016).

A grande quantidade detecido muscular cardiaco confere a este 6rgdo uma capacidade
morfolégicaextremamente adaptavel, de forma que as alteracOes constatadas podem
influenciar diretamente no seu funcionamento(MACIVER; CLARK, 2015).Nesse sentido,
uma das adaptacdes mais frequentemente observadas no miocardio € a hipertrofia cardiaca
(HC) que, por sua vez, consiste numa resposta compensatdria do coragdo que pode ocorrer
tanto em condigdes fisiologicas quanto patologicas(SHIMIZU; MINAMINO, 2016) (Figura
3).Tal resposta € caracterizada, de modo geral, por alteracdes morfofuncionais do miocardio
que resulta em aumento significativo da massa cardiaca, principalmente no ventriculo
esquerdo (VE), devido ao crescimento dos midcitos cardiacos(BELL; MITCHELL,
2015).Além deste tipo especifico de alteragdo morfologica, também € possivel a ocorréncia de
mudanca funcional de outros elementos celulares que compdem o tecido cardiaco, tais como

os fibroblastos(FURTADO et al., 2016; MOORE-MORRIS et al., 2016).
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Figura 3 - Tipos de Hipertrofia Cardiaca
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Fonte: Adaptado de Van Berlo e colaboradores (2013)

Nota — A hipertrofia cardiaca corresponde a um tipo especifico de resposta adaptativa e compensatoria
do coracdo que ocorre em funcdo do aumento da demanda metabdlica e/ou funcional de outros tecidos
biologicos. Quanto ao fator desencadeadorda hipertrofia cardiaca, este fendmeno pode ser classificado
de duas formas: hipertrofia fisioldgica ou hipertrofia patoldgica. Tal caracterizagcdo tem relagio direta
com os efeitos da resposta adaptativa sobre os pardmetros funcionais do coracdo, de forma que os
estimulos fisioldgicos que desencadeiam as adaptacdes morfoldgicas do miocardio ndo alteram ou até
melhoram a mecanica funcional cardiaca. De modo contrario, quando resulta de fatores patoldgicos, as
modifica¢des morfoldgicas observadas podem prejudicar as funcdes cardiacas.

A hipertrofia cardiaca do tipo fisiolégico ocorre, geralmente, durante o crescimento
natural do individuo ou em decorréncia da pratica regular de exercicios fisicos (KAMO et al.,
2015;DAWES et al., 2016). Em qualquer uma destas situacdes, este tipo de adaptacdo é
caracterizado pela manutencdo das fung¢des miocardicas em condi¢cdes normais ou até
melhoradas, como ocorre em resposta ao exercicio(WEINER; BAGGISH, 2012; WASFY et
al., 2015).Nacondi¢ao patoldgica da hipertrofia cardiaca, as alteragdes teciduais observadas

estdo associadas a morte de midcitos cardiacos e estabelecimento de remodelamento fibrético
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do tecido, além de uma condicao inflamatéria elevada(HEGER; et al., 2016).Tais mudancas
provocam prejuizos funcionais e estruturais no miocardio, tais como a redu¢do,ou nao, da
fracdlo de ejecio (FE) e diminuicdio do diametrointerno do  ventriculo
esquerdo(VELAGALETI et al., 2014).

A hipertrofia cardiaca também pode ser classificada como excéntrica ou
concéntrica(GARG, SONIA; DRAZNER, 2016)(Figura 4).Tal sistema de classificacdo ¢é
baseado nos fenétipos geométricos observados no ventriculo esquerdo, de forma que a
hipertrofia excéntrica pode ocorrer de forma patoldgica ou fisiologica(VELAGALETI et al.,
2014;DAWES et al., 2016), enquanto que a hipertrofia concéntrica ocorre em condi¢des
patologicas(NADRUZ, 2015).0 fendtipo excéntrico da hipertrofia cardiaca, quando resulta de
condi¢gdes patoldgicas,é definido como um aumento da massa ventricular esquerda
acompanhado de uma dilatacdo da cadmara do ventriculo(GAASCH; ZILE, 2011). Este tipo de
adaptacdo é muito comum em pacientes que desenvolvem insuficiéncia cardiaca (IC)
(MOHAMED et al., 2016).Quando induzida fisiologicamente, a hipertrofia excéntrica é
diferenciada pela ocorréncia de aumento da espessura da parede ventricular sem dilatacdo da
camara cardiaca, fendtipo muito frequente em adaptacdes induzida pelo exercicio fisico
(WEINER; BAGGISH, 2012;WASFY et al., 2015), como resultado da sobrecarga de volume
sanguineo queaumenta a pré-carga ventricular(TOISCHER et al., 2010).

A adaptacdomiocérdica concéntrica € caracteristicamente definida como um aumento
da massa ventricular esquerda seguido da diminuicdo do volume da camara cardiaca
(COUTINHO et al., 2015;GARG; DRAZNER, 2016). O fator determinante para a progressao
concéntrica da hipertrofia é a constatacdo de elevacdo da pos-carga ventricular, como ocorre
na hipertensdo arterial ou na estenose adrtica (KERCKHOFES et al., 2012;JAROCH et al.,
2016), aumentando a resisténcia a ser vencida pelo ventriculo para a ejecio do sangue
(NADRUZ, 2015).

Clinicamente, as adaptacdes morfologicas do miocérdio, principalmente a hipertrofia
cardiaca, podem ser estimadas indiretamente a partir da andlise da relagcdo entre a medida da
espessura da parede ventricular e asdimensdes da camara ventricular esquerda, conhecida
como espessura relativa da parede ventricular (RWT — Relative Wall Thickness)(HASHEM et
al., 2015). Esta relacdo é muito utilizada para indicar o fenétipo geométrico do coragdo, de
forma que a geometria € considerada normal quando RWT< 0,42 e sem ocorréncia de
hipertrofia cardiaca; quando RWT > 0,42 e acompanhada de hipertrofia cardiaca, o fenotipo é
classificado como hipertrofia concéntrica, enquanto que RWT < 0,42 e com hipertrofia

cardiaca, o fenotipo € classificado como hipertrofia excéntrica (KATZ et al., 2013;GARG;
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DRAZNER, 2016). Esta forma de estimativa ainda permite definir outro tipo de fenotipo
geométrico, o remodelamento concéntrico, que € uma adaptacdo miocirdica onde ndo se
observa aumento da massa ventricular, mas ocorre aumento das dimensOes internas do

ventriculo esquerdo (RWT > 0,42; sem hipertrofia cardiaca)(LANG et al., 2015).

Figura 4 — Fenétipo Geométrico da Hipertrofia Cardiaca
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Nota — A hipertrofia cardiaca pode ser classificada quanto ao fendtipo geométrico apresentado. Dessa
forma, o fenétipo excéntrico corresponde ao aumento da massa muscular miocardica acompanhada de
um alargamento da camara ventricular esquerda. No entanto, na hipertrofia fisiologica, este tipo de
fen6tipo apresenta uma caracteristica bem peculiar, de forma que o volume interno do ventriculo
esquerdo, praticamente nao altera, mesmo que ocorra aumento da massa muscular miocardica. Quanto
ao fendtipo concéntrico, observa-se uma diminui¢do significativa do volume ventricular esquerdo em
funcdo do espessamento da parede muscular do miocardio.

322 A Hipertrofia Cardiaca Patologica

Quando ocorre de forma patoldgica, a hipertrofia cardiaca € considerada um dos
principais fatores de riscos para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, podendo
levar a incapacidade momentdnea ou a morte prematura (FREY; OLSON, 2003). A

progressdo desta adaptacdo para um estigio patolégico depende diretamente dos estimulos
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impostos ao coracdo(MOTOKI et al., 2013; OKOSHI et al., 2016).Dentre os estimulos mais
frequentes, a sobrecarga mecanica € considerada um dos mais relevantes para o
desenvolvimento patolégico da hipertrofia cardiaca(BADIANI et al., 2016; JAROCH et al.,
2016), principalmente devido a possibilidade destes resultarem de condig¢des patoldgicas
precedentes.Os estimulos mecanicos, por sua vez, podem ser subdivididos em sobrecarga de
volume e sobrecarga de pressio(CARABELLO, 2012; FROHLICH; SUSIC, 2012).Independe
do tipo de sobrecarga mecanica imposta, ambas podem promover adaptagcdes cardiacas
potencialmente prejudiciais para a mecanica do miocardio e para as fungdes sistdlicas e
diastélicas do coracdo, como observado na insuficiéncia cardiaca(HOUSER et al.,
2012;SAVINOVA; GERDES, 2012).

Em algumas condi¢cdes normais e/ou adversas, a necessidade de uma perfusdo
sanguinea adequada exige respostascirculatoriaspara atenderas demandas de nutrientes para os
tecidos(SIEBENMANN; LUNDBY, 2015). Sendo assim, a elevacdo do débito cardiaco
(DC)caracteriza uma destas respostas do sistema cardiovascular para corresponder as
exigéncias impostas(MONTERO; DIAZ-CANESTRO, 2015). Tal resposta é conceituada
como a quantidade de sangue bombeado pelo coragdo em um minuto. O DC ¢ diretamente
proporcional ao volume sistolico (VS) e a frequéncia cardiaca (FC), ou seja, um produto
destes dois parametros cardiovasculares (VS x FC) (LOMIVOROTOV et al., 2016). Dessa
forma, alteracdes em qualquer um destes dois parametros pode influenciarno DC.

A sobrecarga de volume consiste em um tipo especifico de estresse mecanico
incidente sobre o miocardio que resulta de um aumento do débito cardiaco
(LOMIVOROTOV et al., 2016).Esta sobrecarga esta diretamente relacionada com o volume
sistolico — volume de sangue ejetado pelo ventriculo a cada contragdo — de modo que este
parametro depende do enchimentodo ventriculo esquerdo durante a diastole, ou seja, quanto
maior o enchimento ventricular maior serd a capacidade de ejetar sangue durante a sistole e,
dessa forma, aumentar o débito cardiaco (NEVES et al., 2016). No entanto, o aumento do
enchimento ventricular também eleva as tensdes sobre as paredes musculares do ventriculo
esquerdo, e estas tensdes sao responsaveis por caracterizar a sobrecarga de volume (LIU et al.,
2013;BARNES; DELL’ITALIA, 2014). Nesta condi¢do, quando as tensdes sdo aplicadas
cronicamente, o miocardio pode sofrer remodelamento e desenvolver um fendtipo geométrico
caracteristico da hipertrofia excéntrica(BELL; MITCHELL, 2015).Como exemplo deste
processo de remodelamento, a regurgitacdo mitral (RM) consistenuma condicdo patoldgica
que pode resultar em sobrecarga de volume e provocar hipertrofia cardiaca excéntrica com

caracteristica patolégica e, futuramente, evoluir para insuficiéncia cardiaca(OSTURK et al.,
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2016; MILLERON et al., 2016). Esta doenca € caracterizada por uma desordem funcional da
véalvula mitral que produz anormalidades nos volumes de enchimento ventricular durante a
diastole(KUSUNOSE et al., 2015).

A sobrecarga de pressdo € outro tipo de estresse mecanico que pode iniciar processos
teciduais que resultam em hipertrofia cardiaca e, eventualmente, insuficiéncia cardiaca
(IC)(FROHLICH; SUSIC, 2012). Algumas desordens patoldgicas, tais como a hipertensao
arterial (HA) e estenose adrtica (EA), estdo associadas com a hipertrofia cardiaca(GARG;
DRAZNER, 2016; BADIANI et al., 2016). A condicdo comum a estas doencas é a
constatacdo de umasobrecarga de pressdo elevada(NORTON et al., 2002a; HEIN et al.,
2003).Tal situacdo contribui diretamente para um aumento da pds-carga ventricular, impondo,
dessa forma, uma pressao ventricular mais acentuada e, consequentemente, elevando o
estresse mecanico sobre o miocardio(FROHLICH; SUSIC, 2012; HOUSER et al., 2012).

As consequéncias deste tipo de sobrecarga mecinica € desencadear processos
hipertroficos para tentar compensar a cronicidade do estresse incidente sobre o miocérdio,
além de causar danos funcionais ao miocardio, fibrose tecidual e apoptose(TOISCHER et al.,
2010; KERCKHOFFS et al, 2012). Dessa forma, o fendtipo compensatdrio
inicialcaracteristico da sobrecarga de pressdo cronica € a hipertrofia cardiaca concéntrica,
podendo reduzir o didmetro interno da camara ventricular(BAJPAI et al., 2014).No entanto,
assim como € possivel observar também na sobrecarga de volume, a medida que o estresse
mecanico persiste por tempo prolongado, o quadro funcional do miocardio pode evoluir para
um status de insuficiéncia cardiaca(SAVINOVA; GERDES, 2012).Nesse sentido, um estudo
pioneiro, realizado por Hein e colaboradores (HEIN et al., 2003), mostrou que pacientes com
estenose aorticaforam diagnosticados com ICe apresentaram um estado fibrotico elevado e
degeneracdo de midcitos cardiacos. Estes resultados apontam para uma possivel justificativa
para a disfuncdo ventricular instalada na IC, de forma que a perda de células musculares
cardiacas contribui para a desordem funcional constatada.Sustentando esses resultados, um
trabalho realizado por Norton e colaboradores (NORTONet al., 2002b) mostrou que ratos
desenvolveram um fenétipo de hipertrofia cardiaca excéntrica apés um longo periodo de
sobrecarga de pressao e apresentaram um grau acentuado de IC. Sendo assim, € possivel que o
prolongamento do estresse miocardico em func¢io da sobrecarga de pressdo altere o padrao de

remodelamento do tecido cardiaco nos estagios onde a insuficiéncia cardiaca ja estd instalada.
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3.2.3 A Fibrose Miocardica e o Processo de Remodelamento Tecidual

O remodelamento tecidual é uma das principais respostas miocardicas a eventos
isquémicos (PATTERSON et al., 2013;LINDSEY et al., 2015) eestimulos
hipertréficos(CHIN et al., 2016).Tal resposta envolve, principalmente, o balango entre a
sintese e a degradacdo dos inumeros tipos de elementos que compdem a matriz extracelular
(MECQC), tais como colageno, elastina, glicoproteinas, proteoglicanos e integrinas(tBOWERS et
al., 2010;ZAMILPA; LINDSEY, 2010).A matriz extracelular consiste numa intrincada rede
tridimensional formada pelos elementos mencionados anteriormente que ocupa 0OS espacos
intercelulares, servindo como um suporte estrutural para as células(PORTER; TURNER,
2009),além de participar ativamente em diversos mecanismos de sinalizacdo que regulam
diversas fungdes celulares, tais como proliferacdo, adesdo e migracao(WELLS et al.,
2015;GAGGAR; WEATHINGTON, 2016).

Os processos de remodelamentos observados em decorréncia da hipertrofia cardiaca
téem relacdo direta com eventos moleculares que alteram o microambiente da matriz
extracelular.Nesse sentido, dentre os diferentes tipos celulares que constituem o tecido
miocardico, os fibroblastos cardiacos sao um tipo de células mesenquimais especializadas que
desencadeiam os processos responsaveis pela homeostase do microambiente extracelular,
regulando a producdo da MEC que compde o tecido (PORTER; TURNER, 2009;BAUM,;
DUFFY, 2011). Recentemente, contrariando estudos anteriores, foi comprovado que dentre os
elementos celulares ndo-midcitos do tecido cardiaco, os fibroblastos compreendem uma
propor¢ao muito menor da populacao de células residentes, aproximadamente 15%(PINTO et
al., 2016b). No entanto, a quantidade de fibroblastos ativos pode aumentar significativamente
em decorréncia de eventos danosos ao miocardio que favorecem a diferenciacdo de células
mesenquimais residentes(CENCIONI et al.,, 2016; IVEY; TALLQUIST, 2016)e o
recrutamento de células progenitoras endoteliais (ZEISBERG et al., 2007; WIDYANTORO et
al., 2010) e circulatérias (AMERONGEN et al., 2008; XIA et al., 2013). De qualquer forma, o
aumento da quantidade de fibroblastos cardiacos ativos correspondem a parte dos mecanismos
de reparacdo dos danos teciduais causados por isquemia e/ou estimulos hipertréficos
(FURTADO et al., 2016).

Os fibroblastos sao altamente responsivos a grande variedade de estimulos quimicos e
mecanicos, destacando-se a alta sensibilidade a fatores pro-inflamatdrios que medeiam as suas
funcdes(PORTER; TURNER, 2009).Basicamente, para que ocorra remodelamento tecidual os

fibroblastos precisam se diferenciar em miofibroblastos, um fenétipo celular ativo com alta
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mobilidade e elevada capacidade de produzir proteinas de matriz extracelular (BAUM;
DUFFY, 2011;FAN et al., 2012). Este processo de diferenciacdo celular no miocéardio é
mediado, principalmente, pelo fator de crescimentoTGF-f; (Transforming Growth Factor-
Beta I)que além de promover a transformacao dos fibroblastos também aumenta a sintese e a
deposicdo de coldgeno no miocardio, o constituinte mais abundante da MEC(PETROV et al.,
2002).Foi demonstrado quea eficiéncia da sinalizacdo intracelular do TGF-f; envolve a
formacdo de complexos proteicos heteroméricosintracelulares constituidos porSmads ativadas
por receptores (R-Smads: tipo 2 etipo 3) e pela Smad tipo 4 (Co-Smads) que é classificada
como um mediador comum(MOUSTAKAS et al., 2001).0 complexo formado pelas Smads,
apos fosforilado pelos receptores para TGF-£, é translocado para nicleo celular para induzir a
transcricdo de genes promotores(NAKAO et al., 1997)(Figura 5).Em modelo animal de
infarto do miocérdio, foi observado que o aumento da quantidade de colageno foi associado a
elevacdo do conteidodocomplexo constituido pelas Smads 2, 3 e 4 na regido infartada
(HAOet al., 1999). Corroborando com estes achados, os complexos Smads foram
responsaveis pela expressao dos genes promotores COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A2,
COL6A1 e COL6A3em fibroblastos dérmicos humanos, os quais estdo relacionados com o
aumento da sintese de coldgeno(VERRECCHIA et al., 2001).

Um dos mecanismos intracelulares de regulacdo da expressdao dos genes promotores é
a metilacilo do DNA. Em um estudo pioneiro, realizadopor Rhodes e colaboradores
(RHODES et al., 1994), foi comprovado que a metilagdio do DNA suprimiuo gene COL1AI.
Em trabalho mais recente, ficou evidente que a cascata de sinalizacdo do TGF-£; promove a
inibicao da metilacdo do DNA e favorece o aumento da expressiao do gene promotor COL1A1
e, consequentemente, estimula a producdo do colageno tipo 1(PAN et al., 2013). Além do
exposto, outras isoformas proteicas da familia das Smads tém um papel regulatério nos
mecanismos de transcricdo génica(MOUSTAKAS et al., 2001). Uma destas isoformas € a
Smad 7 que antagoniza os efeitos do complexo formado pelas Smads 2, 3 e 4 (CUTRONEO,
2007) e inibe a sintese de coldgeno tipo 1 e 3 por fibroblastos cardiacos isolados, efeito que
pode ser bloqueado quando o miocardio sofre injuria isquémica e necessita de reparos para
manutencdo das funcdes do tecido(WANGet al., 2002). Foi mostrado recentemente que a
Smad 7 liga-se diretamente as R-Smads (tipos 2 e 3) e impede a ativacdo deste complexo
pelos receptores para TGF-;(LI et al., 2013b; YAN et al., 2016) (Figura 5).No entanto,
quando a ativacdo deste receptores se prolonga, ainteracdo entre a Smad inibitéria e as R-
Smads se desfaz e favorece a interacdo entre as Smads 2 e 3 e a Co-Smad tipo 4(XU et al.,

2016). A ubiquitinacdo das Smads também corresponde a outro mecanismo regulatério da
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transcricdao de genes promotores da sintese de coldgeno, de forma que a adi¢do de ubiquitina a
Smad 3, por exemplo, impede a interacdo desta com as outras proteinas do complexo e
impossibilita a expressdo génica (XIE et al., 2014;ZHANG et al., 2014).No entanto, a
ubiquitinacdo da Smad 7 € capaz de regular positivamente a sinalizacdo do TGF-£ e mobilizar
células epiteliais para diferenciacio em células mesenquimais, contribuindo, dessa forma,

para o aumento da quantidade fibroblastos ativos(PARK et al., 2015).

Figura 5 - Mecanismo de Sinalizacdo Intracelular do Fator de Crescimento TGF-f em
Fibroblastos
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Nota — Além de influenciar na diferenciacdo dos fibroblastos, a cascata de sinalizag¢do intracelular
promove a expressdo de genes promotores envolvidos na sintese de colageno via formagdo de
complexos proteicos citoplasmaticos constituidos por 3 proteinas chamadas Smads: Smad 1 e Smad 2
(R-Smad; s@o fosforiladas por receptores kinases para TFG-f) e outra Smad conhecida como
mediadora do complexo (Smad 4 ou Co-Smad). O complexo formado é translocado para o niicleo
celular, onde inicia a transcricio de genes promotores responsaveis pela sintese de colageno,
principalmente os genes COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A2, COL6A1 e COL6A3. Além dos
genes envolvidos com a sintese de coldgeno, o complexo de Smads também estimula a transcricdo de
genes promotores de outras isoformas de Smads, dentre as quais destaca-se a Smad 7 que é

responsavel inibicdo da formacdo do complexo formado pelas Smads 1, 2 e 4 e, dessa forma,
regulando a sintese de colageno.
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O fato dos fibroblastos também responderem a outras citocinas pré-inflamatorias, tais
como TNFa(GOLDBERG et al., 2007; KURUVILLA; KARTHA, 2009), IL-1 e IL-6
(PRABHU; FRANGOGIANNIS, 2016;SHI et al., 2017), alémdo TGF-f;, evidencia a
interacdo deste tipo de célula com os eventos inflamatdrios observados, por exemplo, apds o
infarto do miocardio, de forma que a ativacdo dos fibroblastos pode exacerbar a resposta
inflamatéria desencadeada (SHINDE; FRANGOGIOANNIS, 2014; GERARDUZZI; DI
BATTISTA, 2016).Tal resposta tem relacdo direta com a capacidade dos fibroblastos
cardiacos, apds sua ativacdo, secretar varios mediadores inflamatérios e fatores de
crescimento (CHACAR et al., 2017). As citocinas IL-1a e IL-1fs30 uns destes mediadores
secretados quando o miocardio é sujeito a injurias de diversas naturezas(FRANGOGIANNIS,
2015). No infarto do miocéardio, enquanto all.-la originada de midcitos necréticos €
responsavel pelo recrutamento de neutr6filos(LUGRIN et al., 2015),a IL-14 produzida e
liberada por mondcitosdesempenha uma funcdo moduladora da cascata de sinalizacdo do
TGF-p,atenuando seus efeitos sobre os fibroblastos ativados (SAXENA et al., 2013).Além do
exposto, a citocina IL-laé capaz de induzir a expressio de IL-14,IL-6 e TNF-aem
miofibroblastos cardiacos humanos, exacerbando, dessa forma, a resposta inflamatéria
decorrente da isquemia do miocirdio (TURNER et al., 2009).

Outro mediador liberado por fibroblastos € a IL-6, uma citocina muito importante que
estd envolvida emrespostas imunolédgicas e inflamatorias(LISSILAA et al., 2010; HOGE et
al., 2013). Recentemente, foi comprovado que a IL-6 secretada por fibroblastos associados ao
cancer € responsivel por promover a migracdo e a transicdo de células epiteliais para
mesenquimais, contribuindo para os processos de metastasede células de cancer gastrico (WU
et al., 2017).No miocardio, a elevacdo dos niveis de IL-6 esta relacionada com o aumento da
fibrose tecidual, principalmente em camundongos senescentes, onde se observou
umacondicdo favoravel para migracdo transendotelial e consequente modificacdo de fenotipo
celular de mondcito para fibroblasto melodie(CIESLIK et al., 2015). Nos estagios iniciais do
infarto do miocéardio a alta quantidade de IL-6 € capaz de influenciar na modulacao fenotipica
dos fibroblastos cardiacos, tornando-os ativos e promovendo o recrutamento de células
inflamatorias via producdo de hyaluronan, um polissacarideo largamente distribuido na
MEC(MULLER et al., 2014). Este efeito exercido pela IL-6 colabora com os processos de
remodelamento cardiaco em diversas condi¢des patoldgicas, elevando os niveis de colageno e
potencializando as respostas inflamatodrias locais, tanto no infarto do miocardio quanto na

hipertrofia cardiaca (ZHOU et al., 2015; ZHANG et al., 2016b).
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O TNF-a (Tumor Necrosis Factor—a) € outro mediador inflamatério que tem um papel
relevante no remodelamento tecidual.Os niveis circulantes de TNF-a tém se mostrado
elevados em pacientes com insufici€ncia cardiaca severa (KOSAR et al., 2006; ODEH et al.,
2006). Inicialmente, estudos pioneiros mostraram que as células miocardicas expressam o
TNF-a(WAGNER et al., 1998) e sua funcio tem relacio com o aumento da motilidade de
fibroblastos (DUNLEVY; COUCHMAN, 1995;JACOBS et al., 1999). No entanto, oS
fibroblastos cardiacos sdo as principais fontes de TNF-a no miocéardio, chegando a aumentar
em até 40 vezes a sintese deste fator em func¢do da elevacdo do estresse mecanico ou da
sinalizacdo da angiotensina II (ANG II)(YOKOYAMA et al.,, 1999). Nesse sentido, a
interacdo sinérgica do TNF-a com o eixo renina-angiotensina constitui um mecanismo de
potencializacdo dos efeitos da ANG II, de forma que o TNF-a promove aumento da expressao
de receptores para ANG II tipo 1 (AT1R — ANG II type 1 Receptor)nos fibroblastos cardiacos
(GURANTZ et al., 1999, 2005).Dessa forma, os efeitos da ANG II sobre o miocardio
favorece a deposicdo de colageno, contribuindo, dessa forma, com a fibrose
cardiaca(DUERRSCHMID et al., 2015).Além do exposto, estudos recentes mostraram que a
sinalizagdo do TNF-a sobre os fibroblastos também inclui elevar a expressao de moléculas de
adesdo celular, assim como aVCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1), um importante
mediador de migracdo celular que proporciona a transmigracdo de leucocitos para areas de
injuria nos tecidos, aumentando a resposta inflamatéria(LIN et al., 2015; LIN et al., 2016).

Diferentemente do que ocorre no infarto do miocéardio, os mecanismos envolvidos no
remodelamento tecidual desencadeados pela hipertrofia cardiaca se estendem por um periodo
de tempo maior(CHEMALY et al., 2013). A perda de midcitos cardiacos em decorréncia da
isquemia observada no infarto induz eventos fibréticos reparativos para ocupar o lugar das
células mortas, caracterizando a formac@o de micro cicatrizes na regido afetada (YUE et al.,
2011;WEBER et al., 2013). Como na hipertrofia cardiaca, inicialmente, ndo h4 perda de
midcitos, a fibrose ¢ chamada de reativa, caracterizando-se pela deposi¢do de coldgeno nos
espacos intercelulares (intersticio) do miocardio(MOORE-MORRIS et al., 2016; PIEK et al.,
2016). No entanto, independentemente do tipo de injuria cardiaca que promova a fibrose, o
aumento do coldgeno no tecido cardiaco pode prejudicar as fung¢des cardiacas e provocar
insuficiéncia cardiaca(ZILE et al., 2015; WANG et al., 2016a).

Embora se observe alteracdes em estruturas e organelas intracelulares, assim como o
citoesqueleto celular e as mitocondrias (CHRISTIANSEN et al., 2015), a principal
caracteristica do remodelamento cardiaco é o aumento da deposicdo de colageno intersticial

(KHOR et al., 2015; CHIN et al., 2016). O fendtipo ativo dos fibroblastos cardiacos sao os
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responsaveis teciduais tanto pela sintese quanto pela degradacdo de coldgeno no
miocardio(HU et al., 2016).0s processos de regulacdo da deposicao de colageno na matriz
extracelular sdo mediados pelas metaloproteases de matriz (MMP - Matrix
Metalloproteinase), um grupo de enzimas proteoliticas zinco-dependentes,sintetizadas e
secretadas pelos fibroblastos, que atuamregulando a deposicdo da matriz(MA et al.,
2014;APTE; PARKS, 2015).Até o momento, ja foram caracterizadas 26 enzimas desta classe
que podem ser distribuidas em 5 categorias, a saber:colagenases, gelatinases, estromelisinas,
matrilisinas e metaloproteases de membrana (VISSE; NAGASE, 2003). Basicamente, a
estrutura de uma MMP consiste em trés dominios: o pro-peptidio/dominio, dominio catalitico
e dominio hemopexina, além de uma regiao dobrada(MORGUNOVA et al., 1999;MURPHY;
NAGASE, 2009).

As metaloproteases de matriz extracelular sdo expressas na forma de um zimogénio
(estado inativo) e podem ser ativadasindiretamente por diversas substincias, principalmente
espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio(SIWIK et al., 2001;JACOB-FERREIRA;
SCHULZ, 2013), citocinas pré-inflamatérias (CAI et al., 2016)e por acdo proteolitica de
outras enzimas(FLORES-PLIEGO et al., 2015;GUO et al., 2016). No miocardio, as isoformas
mais abundantes e, consequentemente, mais participativas nos mecanismos de controle da
deposicdo da matriz extracelular sao as MMP-2 (gelatinase A) e MMP-9 (gelatinase
B)(LINDNER et al., 2012;VANDOOREN et al., 2013).A MMP-2humana (EC 3.4.24.24) na
forma inativa (proMMP-2) apresenta um peso molecular de 72 kDa e quando totalmente
ativada tem 62 kDa (HUGHES; SCHULZ, 2014). Por sua vez, a proMMP-9 tem um peso
molecular de 92 kDa, podendo ter de 82 kDa (OGATA et al., 1992) a67kDa(OKADA et al.,
1992) na forma ativa(MMP-9; EC 3.4.24.25).

Os midcitos cardiacos, interessantemente, também podem expressar metaloproteases
de matriz extracelular, principalmente a MMP-2(COKER et al., 2001). Além dos
cardiomiocitos, células tumorais (DOCAMPO et al., 2011;AKKOC et al., 2017) e até
microrganismos, como o virus influenza (UCHIDE et al., 2016), expressam MMP-2 e MMP-
9. Tais evidencias tornaram estas metaloproteases possiveis marcadores de doencgas, tais como
o cancer (RASOOL et al., 2016) e agravos cardiovasculares (BAUTISTA-LOPEZ; SCHULZ,
2014;ISLAM et al., 2015).Na hipertensdo, varios estudos confirmam os niveis circulantes
elevados da gelatinase B, especificamente, em pacientes hipertensos (FRIESE et al., 2009;
FONTANA et al., 2011)ou em modelos animais(NASCIMENTO et al., 2015;RUDDY et al.,
2016).A obesidade, quando associada a hipertensdo, € outra condi¢do relacionada com o

aumento dos niveis séricos da MMP-9, podendo ser um fator relevante para as adaptacdes
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hipertréficas do miocardio(RITTER et al., 2016). Além da obesidade, relata-se ainda que as
concentracdes séricas das gelatinases A e B apresentam-se elevadas em pacientes diabéticos e
pré-hipertensos (KOSTOV et al., 2016) e também em pessoas com doenca de Chagas
(GARCIA-SALDIVIA et al., 2014;2015), fortalecendo as estratégias de utilizacdo destas
metaloproteases como marcadores bioldgicos de doencas cardiovasculares.

Além dos niveis circulantes elevados, a atividade enzimatica das metaloproteases
também pode ser aumentada na hipertensdao (GARCIA et al., 2016). Nesse sentido, um estudo
clinico apontou uma correlagdo direta entre o aumento da atividade enzimaitica das
metaloproteases 2 e 9 plasméticas e a progressdo dos prejuizos cardiacos em pacientes com
doenca de Chagas (BAUTISTA—L()PEZ et al., 2013).Contribuindo significativamente com a
progressdo da insuficiéncia cardiaca, a atividade da pro-MMP-2 apresentou-se elevada em
pacientes hipertensos com insuficiéncia cardiaca(GIANNAKOS et al., 2016). Em modelos
animais de hipertensdo renovascular, tem-se mostrado que além da elevacao da quantidade da
metaloprotease,hd umaumento significativo da atividade enzimatica da MMP-2 na aorta
(CASTRO et al., 2008) e miocardio de ratos (RIZZIet al., 2013).Efeitos estes que sdo
mediados pelo aumento do estresse oxidativo tecidual que podecontribuir com a disfungao
vascular (CASTRO et al., 2009) e com a hipertrofia cardiaca desenvolvida no citado modelo
(RIZZI et al., 2013b; 2014).

O infarto do miocéardio é outra condicdo onde a participacdo das metaloproteases tem
um importante papel nos processos de remodelamento cardiaco decorrente do
infarto(DELEON-PENNELL et al., 2015;IYER et al., 2016). Um estudo clinico, realizado por
Cogni e colaboradores (2013), apontou para uma relagdo inversa entre os niveis séricos das
gelatinases A e B, de forma que enquanto hd uma redu¢do da concentragdo circulante na
isoforma inativa da MMP-9, observa-se uma elevacdao da quantidade da isoforma ativa da
MMP-2 em pacientes infartados apds 6 meses.Estes resultados foram confirmados por outros
pesquisadores, mostrando que os niveis de MMP-2 se elevam em detrimento da reducdo dos
niveis séricos da MMP-9 (FERTIN et al., 2013). Embora outros estudos apontem para a
relevancia da MMP-2 nas alteracdes teciduais causadas pelas injurias isquémicas resultantes
do infartoa longo prazo (HUGHES; SCHULZ, 2014), a MMP-9 parece ter participacdo nas
respostas miocardicas nos estagios inicias aos eventos isquémicos, de modo que além de se
apresentar em niveis mais elevados nas areas infartadas, também tem sua atividade enzimética
exacerbada (KWON et al., 2014;REVUELTA—L()PEZ et al., 2017).0 grande escopo
deevidencias querelacionam as metaloproteases e as doengas cardiovascularesrevelam a

necessidade de estudos voltados para o desenvolvimento de terapias para o tratamento dos
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prejuizos cardiovasculares que tenham como alvos estas enzimas de matriz

extracelular(CASTRO; TANUS-SANTOS, 2013).

324 Simpatomimetismo: O Sistema Nervoso Autondmico e o Modelo

Farmacologico de Hipertrofia Cardiaca Patologica

O sistema nervoso auténomo (SNA), composto pelosistema nervoso simpético (SNS)
e pelo sistema nervoso parassimpatico (SNP), € responsavel pelo controle das fungdes
cardiovasculares, além de outros sistemas no organismo. Este controle é exercido por
neuronios localizados em ntcleos centrais que compdem o SNA e enviam suas projecoes
axonais para regioes especificas do coracdo com o objetivo de promover ajustes sobre os
parametros funcionais cardiacos (MATSUKAWA, 2012; TAGGART et al., 2016). Sendo
assim, a ativagao do SNS resulta na elevacdo da frequéncia dos batimentos cardiacos e na
contratilidade muscular, entre outros efeitos sistémicos(VINIK, 2012; COOTE; CHAUHAN,
2016). Contrariamente, o sistema nervoso parassimpatico, quando mais ativo, pode atenuar os
efeitos da acdo simpatica sobre o miocardio (GOURINE et al., 2016).

A modulacdo autonomica das fun¢des cardiacas consiste numa interacao sincronica e
antagodnica entre as atividades das subdivisdes simpatica e parassimpética do sistema nervoso
autdonomo. Enquanto o SNS exerce sua influéncia a partir da liberacdo de catecolaminas
(noradrenalina e adrenalina) pelas terminagdes nervosas e pelas glandulas adrenais, o SNP
atua a partir da agdo da acetilcolina liberada pelos seus terminais axonais (KISHI, 2012). As
catecolaminas s@o agonistas dos receptores adrenérgicos, expressos na membrana plasmética
dos cardiomidcitos sob dois subtipos: a-adrenérgicos(a; e a,) e f-adrenérgicos(f;, f2 € f3),
sendo os subtipos f; e f> os mais abundantes e relevantes para a modula¢do das funcdes
cardiacas(TRIPOSKIADIS et al., 2009; O’CONNELL et al., 2014)(Figura 6). A acetilcolina,
por sua vez, ¢ um agonista colinérgico que desencadeia a ativacao de cascatas de sinaliza¢do
intracelulares a partir do acionamento de receptores muscarinicos presentes nas membranas
plasmaticas das células miocardicas(FREELING; LI, 2015;ROY et al., 2015).

Muitas condi¢des fisiologicas adversas podem ser desenvolvidas em funcdo de um
desequilibrio entre as atividades das subdivisdes simpaticas e parassimpaticas do SNA. Esta
condi¢do caracteriza um quadro de disfun¢d@o autondmica que pode ser tanto um fator de
predisposicio quanto uma consequéncia de muitas doencas (BALCIOGLU;
MUDERRISOGLU, 2015; CARROLL et al., 2015). A neuropatia autondmica cardiaca € um

exemplo claro de disfun¢do autondmica, onde se observa um aumento do tonus simpatico em
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detrimento da atividade parassimpética (DESALI et al., 2012). Esta condi¢do ¢ muito comum
em pacientes com diabetes mellitus (DIMITROPOULOS et al.,, 2014) e pacientes obesos
(DEVENDRAN et al., 2014), contribuindo significativamente para o desenvolvimento de
complicagdes cardiovasculares, tais como a insuficiéncia cardiaca e outros danos

cardiovascularesobservados em pacientes diabéticos (METELKA, 2014).

Figura 6 - Subtipos de Receptores Adrenérgicos
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Fonte: Autor, 2013.

Nota -Os receptores adrenérgicos fazem parte de uma familia de receptores de membrana que estdo
acoplados as proteinas tipo G. H4 dois tipos de receptores adrenérgicos: alfa (a; e a,) e beta (5, f, e
[33). Estes podem apresentar diferentes efeitos quando estimulados devido ao subtipo de proteina G que
cada tipo de receptor pode estar acoplado. Quando os receptores a; s@o ativados pelas catecolaminas
ou analogos, a proteina G4 ativa uma proteina de membrana chamada Fosfolipase C que hidrolisa o
fosfolipidio de membrana fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,) para formar trifosfato de inositol (IP5)
e diacilglicerol (DAG). O aumento de IP; ocasiona a elevacao intracelular de céalcio (Ca®), resultando
na contragdo o musculo liso. A ativagdo do receptor a, estimula uma proteina G inibitdria (G;) que
inibe a enzima adenilato ciclase (AC) e diminui a concentracdo intracelular de Ca® e promove o
relaxamento do musculo liso e a inibicdo de liberacdo de neurotransmissor. O acionamento dos
receptores f-adrenérgicos ativa a proteina G estimulatéria (G;) que, por sua vez, estimula a AC que
utiliza trifosfato de adenosina (ATP) para sintetizar monofosfato de adenosina ciclico (cAMP),
resultando no aumento de Ca®" intracelular, ocasionando aumento da contracdo do musculo cardiaco,
relaxamento do musculo liso e glicogendlise.

Aspectos Gerais do Modelo Farmacologico

O desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para combater qualquer processo

patologico depende diretamente de modelos que mimetizem tais condi¢des. Além disso, o
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entendimento da fisiopatologia em questdo € outro fator relevante que sustenta a necessidade
de utilizacdo de modelos patoldgicos, de modo que o conhecimento aprofundado a respeito da
condicdo patoldgica pode fornecer subsidios para expandir a compreensdo acerca das
possibilidades terapéuticas para o tratamento ou, até mesmo,a cura de doengas.

Nesse sentido, muitos modelos animais foram desenvolvidos para mimetizar varias
condig¢des patoldgicas relacionadas com as doengas cardiovasculares, uma vez que estas sao
as principais causas de mortes no mundo (RIBEIRO et al., 2016; SHI et al., 2016).Dentre os
modelos mais utilizados com o objetivo de induzir a hipertrofia cardiaca patolégica destacam-
se os simpatomiméticos. Estes modelos sdo assim chamados por reproduzir caracteristicas
semelhantes as observadas durante a hiperativacao do sistema nervoso simpatico (SNS), onde
se observa aelevacgao sistémica ou local das catecolaminas (FURNIVAL; LINDEN; SNOW,
1971;HAFT, 1974).

Dentre os modelos simpatomiméticos, a administracido diaria de isoproterenol (ISO)é
utilizada como estratégia farmacoldgica para inducdo dahipertrofia cardiaca(WANG et al.,
2016; ZHU et al., 2016)eoutros danos cardiovasculares, como o infarto do miocardio(GARG:;
KHANNA, 2014; SAGOR et al., 2015). Os primeiros trabalhos cientificos,relatando algum
tipo de injuria ao tecido cardiaco em funcdo da administracdo de ISO,foram publicados ha,
aproximadamente, 5 décadas(STANTON, 1966; MUELLER et al., 1968).Em um desses
trabalhos, Rona e colaboradores (1958)desenvolveram uma técnica farmacoldgica para
induzir necrose miocardica, uma caracteristica bem peculiar do infarto cardiaco, a partir da
administracdo de ISO por dois dias consecutivos. Foi postulado que a injuria tecidual
observada foi consequéncia de um stafus isquémico desenvolvido pela combina¢do entre o
aumento na demanda de oxigénio e a diminui¢do do fluxo sanguineo coronariano. Tempos
mais tarde, foi mostrado que a técnica proposta resultou em danos cardiacos cronicos, de
forma que 18 meses apds a estimulacdo miocardica provocada pelo ISO foi suficiente para
desenvolver fibrose miocardica e insuficiéncia cardiaca congestiva (RONA et al., 1961).
Estudos mais recentes comprovam que as alteracdes funcionais e o remodelamento tecidual
constatados estdo associados ha uma acentuada elevacdo do estresse oxidativo sistémico e
tecidual (LI et al., 2013; SAGOR et al., 2015).

A utilizacdo do ISO como ferramenta farmacoldgica para inducdo da hipertrofia
cardiaca deu-se a partir da adaptacdo de protocolos experimentais de estudos pioneiros que
priorizaram o desenvolvimento de modelos animais voltados para mimetizar alteracdes
cardiacas semelhantes ao infarto do miocardio(GARG, MONIKA; KHANNA, 2014).Nestes

trabalhos, a inducdo do infarto do miocardio ocorre em funcao de altas doses de ISO (85 —
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100 mgkg") por periodos de temposque variam de 2 a 15 dias (RONA et al., 1958;
ZBINDEN; MOE, 1969).Um dos primeiros estudos, realizado por Stanton (STANTON,
1966), mostrou que baixas doses de ISO (0,08 — 1,25 mg-kg'l),administradas por dois dias
consecutivos, foi capaz de promover hipertrofia cardiaca sem ocorréncias de lesdes do tecido
miocardico. Posteriormente, Alderman e Harrison (ALDERMAN; HARRISON, 1971)
relataram que doses ainda menoresde ISO (0,02 mg-kg'l) administradas por um periodo de
tempo maior também poderia provocar aumento da massa cardiaca, além de promover
taquicardia aguda. Nesse sentido, os trabalhos citados revelam que além da dose escolhida, o
tempo de administragdo do ISO € um fator determinante para o processo de hipertrofia
cardiaca(OSADCHII et al., 2007).Além disso, pesquisas recentes mostram que a forma de
tratamento ou indug¢do também tem papel determinante no processo de remodelamento
cardiaco. Esta condicdo foi avaliada por Ma e colaboradores (2011) que observaram
que,mesmo que tenha ocorrido hipertrofia cardiaca, a administracdo intermitente (injecdao
subcutanea didria)de ISO foi capaz de provocar,agudamente,maiores aumentos na frequéncia
cardiaca do que a administragdo continua (bombas de infusdo), além de elevar a area de

fibrose no miocardio.

O Mecanismo de Acdo

A acdo do ISO sobre o miocardio envolve a ativagdo de receptores adrenérgicos
presentes nas membranas plasmaticas dos midcitos cardiacos(OSADCHII, 2007;ZHU et al.,
2016). Dentre os receptores, destaca-se a importancia das isoformasf; e f>-adrenérgicos para
regulacdo da funcdo cardiaca (SANTULLI; IACCARINO, 2016).Distribuidos de modo
diferente no miocardio, a isoformag;-adrenérgico € proporcionalmente mais abundante do que
a isoformaf,-adrenérgico (BRODDE; MICHEL, 1999; WALLUKAT, 2002;BRODDE et al.,
2006).No entanto, mesmo sendo um agonista ndo seletivo desta classe de receptores de
membrana, o ISO tem uma afinidade maior pela isoforma f,-adrenérgico (BAKER, 2010).

Os receptores f-adrenérgicos sao exemplos cldssicos de receptores acoplados as
proteinas G (GPCRs —G Protein-Coupled Receptors), constituindo parte da familia das
rodopsinas(LATEK et al., 2012; ZHANG et al., 2015). Esta classe de receptores € responsavel
por iniciar cascatas de sinalizacdo intracelulares em resposta a inimeros mensageiros
extracelulares(MIAO; MCCAMMON, 2016). As respostas intracelulares desencadeadas pela
ativacdo destes receptores dependem, basicamente, do subtipo de proteina G que esta

acoplada a estes receptores. Sendo assim, tais receptores podem estar conectados atrés
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diferentes subtipos de proteinas G: Gy (stimulatory — estimulatdria), G; (inhibitory — inibitéria)
e G, (estimulatéria)(LATEK et al., 2012).

Dentre os receptores S-adrenérgicos, apenas a isoforma frativa, simultaneamente, os
subtipos G,eG{(XIAO, 2001;MUSA ZAMAH et al., 2002). No entanto, a isoforma f; esta
associada, apenas, ao acionamento do subtipo G4(KILTS et al., 2000).Uma vez ativados os
receptores fS-adrenérgicos (ff; e/ou f,), as proteinas G, acopladas a estes sdo acionadas e
estimulam a ativacdo da enzima adenilil ciclase (AC) que, por sua vez, promove a elevacdo
dos niveis intracelulares de adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (cAMP)(WALLUKAT,
2002; STARK et al., 2004). O aumento da concentragdo citoplasmatica do cAMP configura o
segundo nivel da sinalizacdo intracelular iniciada pela ativacdo do receptor de membrana,
sendo chamado, dessa forma, de segundo mensageiro intracelular(TUTEJA, 2009). Este, por
sua vez, ativa a proteina kinase A (PKA), enzima responsavel pela fosforilacio de uma série
de proteinas citoplasméticas, principalmente canais i0nicos para céalcio (Ca®) do tipo L ea
fosfolambam,  proteina  moduladora  da  liberagio de Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico(KAPILOFF et al., 2009; EFENDIEV; DESSAUER, 2011). O efeito da
fosforilagdo destes alvos intracelulares acaba por resultar em aumento do influxo
citoplasmatico de Ca** e, concomitantemente, na reducdo da recaptacdo deste ion pelo
reticulo sarcoplasmatico(IRIE et al., 2015)(Figura 7). No miocéardio, dessa forma, o resultado
final da ativacdo de receptores f-adrenérgicos pelo ISO eleva a concentracio intracelular de
Ca*" que, por sua vez, aciona os mecanismos contrateis nos midcitos cardiacos (ZHANG et
al., 2013; BRISTON et al., 2014).

Um estudo pioneiro, realizado por Zou e colaboradores (1999),apontou que os efeitos
hipertréficos da estimulacdo de receptores f-adrenérgicos com ISOdepende diretamente da
ativacdo da proteina G;, além das vias intracelulares mediadas pelo subtipo G;.Os autores
relataram que a inibi¢do de intermediarios em diferentes niveis da cascata de sinalizacdo foi
capaz de suprimir os efeitos do ISO sobre as proteinas kinases intracelulares responsaveis pela
fosforilacdo de outras proteinas citoplasmaticas. Nesse sentido, Kilts e colaboradores (2000),
interessados em confirmar os resultados anteriores em midcitos cardiacos humanos,
comprovaram que o acionamento especifico dos receptores fr-adrenérgicos ativa,
simultaneamente, as proteinas G,e G;, de modo que a a¢do do subtipo G; € capaz de modular
os efeitos intracelulares da ativacdo do subtipo G,.Dessa forma, a ativagdo dos receptores
acoplados as proteinas G; envolve, basicamente, cascatas de sinalizacdo intracelulares que
resultam na reducdo da concentracdo citoplasmética de cAMP (SYROVATKINA et al.,

2016). Tal efeito é mediado através da interagcdo entre a proteina G;com a enzima fosfolipase
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C (PLC) que,a partirda hidrolise de um fosfolipidio de membrana, fosfatidilinositol
(PIP,),produz dois mensageiros intracelulares, o trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol
(DAG)(TEWSON et al., 2014). Enquanto o IP; modula o influxo de célcio para o citoplasma
através da abertura de canais do reticulo endoplasmatico (RE)(HISATSUNE et al., 2005), o
DAG ativa as proteinas kinases C (PKC)que sdo responsaveis pela fosforilagdo de outras
proteinas intracelulares (SMRCKA, 2015).De todo modo, o acoplamento duplo dos
receptores [r-adrenérgicos aos dois subtipos de proteinas G (Gy; e G;) configura um
mecanismo de prote¢do da célula, regulando a atividade das proteinas kinases intracelulares

(XIAO, 2001; MUSA ZAMAH et al., 2002).

Figura 7 - Cascata de Sinalizacio dos Receptores f-Adrenérgicos Acoplados as Proteinas G
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Fonte: Autor, 2013.

Nota - A estimulacdo dos receptores [, e fr-adrenérgicos resulta na ativacdo de proteinas G
estimulatdria (G;) e/ou inibitéria (G;), neste dltimo caso, apenas o subtipo /5, pode esta acoplado. O
acionamento dos receptores ligados a G, promove a ativacdo da enzima de membrana adenilato ciclase
que, por sua vez, ocasionam o aumento dos niveis intracelulares de cAMP (adenosina 3’,5’-
monofosfato ciclico). Este induz a ativagdo da PKA (proteina kinase A), enzima que fosforila varias
proteinas intracelulares, principalmente canais i6nicos para calcio tipo L e a proteina moduladora de
liberag@o de célcio no reticulo sarcoplasmatico, a fosfolambam.

Os efeitos nocivos da estimulacdo sustentada dos receptores [-adrenérgicos, como
ocorre no modelo de indu¢do da hipertrofia cardiaca induzida pela administracdo de ISO,
podem ser atenuados, inicialmente, pela acdo de enzimas chamadas kinases dos receptores

acoplados as proteinas G (GRKs - G-Protein Coupled Receptor Kinases)(VAYTTADEN et
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al., 2010;LIN; SCOTT, 2012). Estas enzimas sdo responsdveis pela fosforilacio dos
receptores acoplados as proteinas G (GPCRs) quando ativadas pelos seus agonistas
extracelulares (WATARI et al., 2014). Quando fosforilados pelas GRKs, os receptores
transmembrana perdem ou diminuem a sua capacidade de se acoplar as proteinas G,
promovendo um estado de dessensibilizacdo dos GPCRs (BOGUTH et al., 2010). Além disso,
a ativacdo das GRKsaumenta significativamente aafinidade dos GPCRs poruma proteina
intracelular chamada arrestina(ZHENG et al., 2012;TIAN et al., 2014).As arrestinas, por sua
vez, sao uma familia de proteinas (a-arrestinas e/ou S-arrestinas) que tém o papel de modular
os mecanismos de internalizacdo dos GPCRs (PARK et al., 2016; SMITH; RAJAGOPAL,
2016)(Figura 8). Sabe-se quea estimulacdo de receptores fr-adrenérgicos estd associada ao
recrutamento da isoformaf-arrestina-2, cuja funcao primordial é promover a endocitose dos
receptores mencionados(LOHSE et al., 1990; HAN et al., 2013), envolvendoprocessos deS-
nitrosilacdo (OZAWA et al., 2008) e ubiquitinacaio(MARCHESE; TREJO, 2013;JEAN-
CHARLES et al., 2016). Além disso, sabe-se que, quando ativadas, as fS-arrestina-2 também
acionam as fosfodiesterases (PDE - Phosphodiesterase), enzimas responsaveis pela
degradacio do cAMP citoplasmatico, modulando, dessa forma, a atividade da PKA

(BAILLIE et al., 2003; PERRY et al., 2002).

Figura 8 - Mecanismo de Dessensibilizacio e Internalizacdo de Receptores Acoplados a
Proteinas G.
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Fonte: Adaptado de Stadel e colaboradores (STADEL et al., 2011)
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Nota — A estimulagdo sustentada de receptores de membrana acoplados a proteinas G, assim como os
receptores f-adrenérgicos, pode desencadear o acionamento de mecanismos de feedback negativo, tal
como os de internalizacdo dos receptores de membrana. O processo se inicia com acdo de enzimas
kinases de receptores acoplados a proteinas G (GRKs) que fosforilam residuos de aminoacidos
intracelulares dos receptores de membrana, provocando a dessensibiliza¢do dos receptores e elevando
a afinidade entre estes receptores e a f-arrestina, uma proteina responsavel pela internalizacdo do
receptor.

Dessa forma, a ativacdo das GRKs configura um mecanismo homeostitico que pode
estar envolvido em varios processos patoldgicos relacionados as vias de sinalizagdo mediada
pelos receptores acoplados as proteinas G, assim como os receptores [-adrenérgicos.
Sustentando esta afirmativa, um estudo realizado recentemente mostrou que 0s mecanismos
de dessensibilizacdo e internalizacdo mediados pelas GRKs sdo dependentes do modo como
os receptores fr-adrenérgicos sdo estimulados, de forma que a ativagdo dos receptoresf;-
adrenérgicos de modo sustentado (60 minutos, continuamente) com epinefrina e/ou
norepinefrina resultou em dessensibilizacdo e internaliza¢io dos receptores f>-adrenérgicos de
cardiomidcitos(FAN et al., 2016). Além disso, estudos mostram que na insuficiéncia cardiaca
(IC) ocorre um aumento da sintese das isoformas GRK2 e GRKS (AGUERO et al., 2012).
Estes achados reforcam o papel deletério destas isoformas de kinases nos parametros
funcionais cardiacos(RAAKE et al., 2008; LYMPEROPOULOS et al., 2012), de forma que a
elevacao da concentragdo e do recrutamento destas enzimas potencializa a dessensibilizacdo e
a internalizac@o dos receptores S-adrenérgicos, contribuindo para diminui¢@o da contratilidade
miocardica, como é observado na IC(RAAKE et al., 2012; SALAZAR et al., 2013).Estes
fatos apontam para importincia das GRKs como potenciais alvos terapéuticos para o
tratamento de diversas doencas cardiacas, principalmente as adaptagdes funcionais

estabelecidas na IC.

Mecanismo Intracelular da Resposta Hipertrofica Miocdrdica

O aumento do volume do midcito cardiacoé o fator principal para levar ao incremento
do tamanho do coracdo. Emboraesta resposta possa ser desencadeada por estimulos
mecanicos ou humorais, os mecanismos intracelulares envolvidos induzem a elevacdo da
sintese proteica.Nesse sentido, destaca-se a participacdo de proteinas fosfatases e/ou kinases
intracelulares como fatores de transducdo de sinais que regula a expressio de genes
relacionados com a resposta hipertrofica (MOLKENTIN, 2004). Uma das proteinas fosfatases

mais relevantes para a adaptacao hipertréfica do miocardio é a calcineurina (PP2B) (CHUNG
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et al., 2013), uma fosfatase que remove grupamentos fosfatos de residuos de aminoacidos
serina/treonina  presentes em outras moléculas proteicas(FIEDLER; WOLLERT,
2004;WILKINS; MOLKENTIN, 2004). A calcineurina é constituida de duas subunidades:
uma catalitica (CnA — 60 kDa), codificada pelos genesPPP3CA e PPP3CB, e outra
subunidade regulatoria (CnB — 19 kDa) que € codificadapelo gene PPP3R1 no miocérdio dos
mamiferos(PARRA; ROTHERMEL, 2017).
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Figura 9 - Mecanismo Intracelular de Adaptacao Hipertrofica do Miocardio
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Nota — As adaptagdes patoldgicas da hipertrofia cardiaca induzida pelo acionamento sustentado de
receptores adrenérgicos sdo mediadas, de modo geral, pela via calcineurina/NFAT/MEF2. Esta via de
sinaliza¢do intracelular ¢ acionada pela elevagdo da concentracdo citoplasmatica do célcio (Ca2+). 0]
Ca® em altas concentragdes forma o complexo calcio/calmodulina (Ca**/CaM) que ativa a
calcineurina, uma proteina fosfatase dependente Ca**/CaM (CaMK). A calcineurina é responsavel pela
desfosforilacdo do fator nuclear de células T ativadas (NFAT — Nuclear Factor of Activated T Cells).
Quando os fosfatos sdao removidos, o0 NFAT forma um complexo com o fator de crescimento do
miécito 2 (MEF2 — Myocyte Enhancer Factor-2) e este complexo € translocado para o nucleo celular
onde inicia a transcricdo de genes fetais envolvidos com o aumento da sintese de proteinas contrateis
e, dessa forma, aumenta a massa muscular do miocardio. Os receptores para ANG II (AT;,R) e
endotelina 1 (Endo-R) também desencadeiam vias de transcri¢do génica que envolvem MEF2 e outro
cofator, 0 GATAA4, que sdo ativados pela via das MAPK/p38/INK.

A ativacdo da calcineurina € totalmente dependente da concentragdo intracelular de
calcio(ANDERSEN et al., 2015; LI et al., 2015). A elevacdo citoplasmatica do calcio
possibilita a formacdo de complexos calcio/calmodulina (Ca**/CaM) que, por sua vez, aciona
a atividade enzimatica da calcineurina (BUENO et al.,, 2002). O alvo intracelular da
calcineurina € o fator nuclear de células T ativadas (NFAT — Nuclear Factor of Activated T
Cells), de forma que os grupos fosfatos presentes sdo removidos pela calcineurina,
possibilitando a complexacdo do NFAT ao fator de crescimento do midcito 2 (MEF2 —
Myocyte Enhancer Factor-2) (PUTT et al., 2009; ZARAIN-HERZBERG et al., 2011). O

complexo NFAT/MEF2, dessa forma, € translocado para o nucleo celular e induz a
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transcricdo de genes pro-hipertroficos que, em seguida, ativa a sintese de proteinas

intracelulares nos cardiomiécitos (THAM et al., 2015)(Figura 9).

3.3 Os Produtos Finais de Glicacdo Avancada (AGEs — Advanced Glycation End-
products)

3.3.1 A Identidade Molecular dos AGEs

Os AGEs sao uma classe de compostos que resultam de um complexo conjunto de
reacOes nao-enzimaticas que foram inicialmente descritas por Louis-Camille Maillard e, por
isso, passaram a ser denominadas reacdo de Maillard (NAMIKI, 1988). Basicamente, a
formacdo de AGEs ocorre em diferentes etapas, iniciando-se com uma reac¢do de condensacdo
de um grupamento amino de aminoicidos, peptideos ou proteinas a um grupamento
carbonilico pertencente a acucares redutores (SHARMA et al., 2015). O produto da primeira
etapa da reacdo de Maillard é um composto intermedidrio com caracteristicas carbinolamina
que, ao ser desidratado, forma um aduto instavel, chamado de base de Shiff. Este aduto pode
sofrer alteragdo estrutural e gerar uma glicosilamina como produto final e com estabilidade
maior que suas versoes intermediarias. No entanto, em condig¢des fisiologicas, a base de Shiff
formada podera sofrer mudancas estruturais e constituir substancias precursoras dos produtos
de Amadori (WRODNIGG; EDER, 2001). Estes produtos, por sua vez, podem tomar rotas
diferentes que dependem, basicamente, do pH do meio: 1) em pH baixo, forma-se 1,2-
dicarbonilicos e em seguida sofre desidratacdo e gera derivados de furfural; 2) em pH
elevado, o produto de Amadori é convertido a 2,3-dicarbonilico e ao ser desidratado pode
produzir redutonas, furanonas, piranonas e compostos o-dicarbonilicos (BARBOSA et al.,
2016;YU et al., 2016) (Figura 10). Os compostos a-dicarbonilicos sdo altamente reativos e,

por isso, sdo os principais precursores dos AGEs (SINGH et al., 2014).
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Figura 10 - Reacao de Maillard
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Nota — A formacdo de AGEs € resultado de um conjunto de rea¢des conhecidas como Reacdo de
Maillard. A ocorréncia destas reacdes ndo depende de acdo enzimdtica, tornando-as um processo
praticamente natural, dependendo apenas da presenca das substincias reativas iniciais, tais como
carboidratos redutores e proteinas. Basicamente, o processo inicia-se com a condensacdo entre os
grupamentos amina de residuos de aminodcidos presentes nas proteinas e o grupamento carbonila de
acucares redutores. Esta reacdo resulta na formagdo dos primeiros intermediérios, as Bases de Shiffs
(1). A depender das condigdes fisioldgicas, tais como o pH, a base de Shiff pode ser convertida em
glioxal (a), uma substincia altamente reativa que pode ainda reagir com outras proteinas, ou seguir a
rota de sintese de intermedidrios mais estdveis chamados produtos de Amadori (2). Neste dltimo caso,
os produtos de Amadori que constituem substincias precursoras dos produtos de glicagdo avancada
(AGEs), tais como a N-(carboximetil)-lisina (b), a furosina (c) e a pentosidina (d). A sintese dos
intermediarios (Bases de Shiffs e Produtos de Amadori) podem levar alguns dias, enquanto que os
produtos finais (AGEs) levam semanas a meses.

332 Mecanismo de Ac¢ao

Muitas complicagdes presentes em vérias condigdes patoldgicas estdo associadas ao
acimulo de AGEs. Seu papel patofisiologico depende da sua acdo através de dois principais
mecanismos: a) interagdo direta com proteinas enddgenas; e b) ativacdo de receptores para

AGEs (RAGEs — Receptor for AGEs) (OTT et al., 2014;KHANGHOLI et al., 2015). Além



50

destes mecanismos, os produtos de glicacdo avancada também podem afetar as fungdes
celulares através da inducao do estresse oxidativo, estresse carbonilico, inibicdo enzimatica e
oxidagdo de acidos nucleicos ou lipidios (MIYASHITA et al., 2016; SUANTAWEE et al.,
2016).

A interagdo AGEs-proteinas enddgenas pode constituir uma malha molecular
responsavel por alterar o fenotipo estrutural do tecido biologico, conferindo um aspecto de
deformacao do tecido (KHANGHOLI et al., 2015). Este tipo de mecanismo € muito comum
no diabetes mellitus, uma doenga metabdlica cronica que € caracterizada por um estado de
hiperglicemia. A alta concentracdo de glicose circulante favorece a um aumento na formacao
de AGEs, contribuindo, dessa forma, para o desenvolvimento e/ou estabelecimento de vérias
situagcdes adversas que ocorre em individuos diabéticos. Uma dessas situagdes, que pode
constar como uma consequéncia do aumento da sintese de AGEs, € a formacao e deposicao de
placas de ateroma nos vasos € o enrijecimento vascular, fendtipo caracteristico da
aterosclerose (WANG et al., 2012; BRODEUR et al., 2014). Destaca-se ainda a capacidade
dos produtos de glicacdo avangada induzir proliferacao e apoptose de células musculares lisas
e, dessa forma, contribuir para instauragao do quadro ateroscler6tico(KOIKE et al., 2016).

Os efeitos danosos dos AGEs sobre as funcgdes celulares também podem ocorrer
através da interagdo direta com receptores de membrana ndo-especificos (SINGH et al.,
2014). Estes receptores fazem parte da classe das imunoglobulinas e, quando dotados da sua
integridade molecular estrutural (full length RAGE), sio compostos de 3 dominios
extracelulares, a saber: um dominio com sitio de ligacdo tipo-V (V-type) e outros dois
dominios tipo-C (C; e Cy; C-type) (DATTILO et al., 2007) (Figura 11). Existem ainda outros
dois dominios, sendo um transmembrana, responsivel pelo atracamento do receptor a
membrana, e outro intracelular/citosélico que estd envolvido com o mecanismo de transdugdo
do sinal (YAMAGISHI; MATSUI, 2015).

Estes receptores podem, ainda, apresentar-se na superficie da membrana celular em
duas variacdes: 1) Variacdo 1 — esta variagdo ndo apresenta o dominio citosdlico e, devido a
esta condi¢ao impossibilita a transduc@o do sinal, mesmo que o ligante se acople ao dominio
tipo-V; 2) Variagdo 2 — diferente da variacdo 1, esta ndo contém o sitio de ligacdo, o dominio
tipo-V, ndo permitindo o acionamento do receptor (XIE, JIANLING et al., 2013) (Figura 11).
Muitos tipos de células expressam os RAGEs em suas membranas, tais como células
endoteliais (ZHANGet al., 2016), células musculares lisas (SIMARD et al., 2015), miocito
cardiaco (NEVIERE et al., 2016), neuronios (PIRAS et al., 2016), células hepaticas (YUE et
al., 2015) e monécitos (UHLE et al., 2015).



Figura 11 - Isoformas dos Receptores para AGEs (RAGEs)
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Nota — Os receptores para AGEs (RAGEs) podem ser encontrados em 5 isoformas: receptor integral
(full length RAGE), variacdo tipo 1 e soliveis. O receptor integral € constituido de 5 dominios:
dominio tipo V que contém o sitio de ligagdo para os AGEs; dominios tipo C (C, e C,); dominio
transmembrana, responsavel pela fixacdo do receptor a membrana e dominio citoplasmético,
envolvido no mecanismo de transdu¢@o do sinal intracelular. Todas as outras isoformas sdo incapazes
de desencadear a transdugdo do sinal intracelular, ou por ndo apresentar o dominio citoplasmatico
(variagdo 1) ou o dominio tipo V (variag@o 2). As isoformas soliveis sd@o assim chamadas devido a
possibilidade de deteccdo nos fluidos extracelulares. Estas isoformas podem resultar de uma variacao
genética, como ¢ o caso do receptor secretério endogeno (esRAGE — endogenously secreted RAGE)
que € expresso sem a presenga de dominio transmembrana, ou pela a¢do de metaloproteases que
podem clivar os receptores integrais ou os receptores Variacdo 2, exatamente no dominio
transmembrana, impedindo sua fixacdo a membrana e aumentando, dessa forma, a concentracio
plasmatica dos RAGEs.

Os receptores para AGEs também podem ser encontrados nas formas soldveis, no
meio extracelular (YAMAGISHI; MATSUI, 2010). Estes receptores sdo subdivididos em
duas isoformas: RAGE soldvel (sRAGE — soluble RAGE) e RAGE endogenamente secretado
(esRAGE — endogenously secreted RAGE) (MORIYA et al., 2014). Ambas isoformas tem
uma caracteristica estrutural em comum que consiste em ndo apresentarem o dominio
transmembrana e a regido C-terminal do receptor, tornando a sinaliza¢do intracelular
impossivel (PRASAD, 2014). No entanto, o que diferencia uma isoforma da outra € o fato do

SRAGE ndo apresentar o dominio tipo-V, impossibilitando, dessa forma, a ligacdo de
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moléculas sinalizadoras ao receptor(KOYAMA; YAMAMOTO, 2007). Embora o sRAGE
tenha uma forte semelhanga com a viacao tipo 2 do receptor, por ndo apresentarem o sitio de
ligacdo do receptor, este ultimo apresenta-se inserido na membrana plasmaética através do
dominio transmembrana, enquanto a isoforma soldvel estd desconectada da membrana
plasmatica, podendo ser detectado na circulagdo sanguinea (YAMAGISHI; MATSUI,
2010;SAITO et al., 2017)(Figura 11).

Dentre as varias respostas evocadas pela ativagao dos receptores para AGEs, uma vez
que estes sdo sensiveis a uma diversidade grande de moléculas sinalizadoras extracelulares,
pode-se destacar a elevagdo do estresse oxidativo e os consequentes efeitos adversos que
acompanham a producdo de espécies reativas (WAUTIER et al., 2016; XU et al., 2016).
Nesse sentido, o acionamento dos RAGEs desencadeia processos inflamatérios via ativagao
de uma série de mecanismos intracelulares, tais como a via dasMAPKSs/ERKs (Mitogen-
Activated Protein KinaselExtracellular Signal-Regulated Protein Kinase) ISHIHARA et al.,
2003), que induzem a sintese de fatores de transcricio pré-inflamatorios, como o fator nuclear
kappa-B (NF-«B — Nuclear Factor-kB) (CHEN et al., 2016; HAO et al., 2016).
Consequentemente, o aumento intracelular de NF-xB estimula a producao de citocinas pro-
inflamatérias, tais como IL-6 e IL-8, e resulta numa condicdo de inflamacao
exacerbada(RASHEED et al., 2011; SERBAN et al., 2015). Tal resposta ¢ uma ilustracdo
classica e caracteristica dos comprometimentos vasculares observados na aterosclerose, uma
doenca cronica que pode se desenvolver como consequéncia do diabetes mellitus(CHUNG et
al., 2016). Associado a isso, a disfuncdo endotelial, uma alteragdo funcional constatada nos
vasos em decorréncia da aterosclerose, pode ser induzida pela ativacdo dos RAGEs, sendo o
TNF-a uma das citocinas pro-inflamatorias expressas que esta envolvida com o mecanismo de
ativacdo do NF-kB, potencializando os processos inflamatérios no diabetes mellitus (GAO et
al., 2008).

Muitos trabalhos foram realizados com o objetivo de investigar a relacdo da ocorréncia
dos receptores soltiveis para AGE e doencas cardiometabdlicas (KOYAMA et al., 2007).
Nesse sentido, um trabalho pioneiro realizado por Park e colaboradores (1998) foi um dos
primeiros a revelar o papel terapéutico dos receptores soliveis para AGEno tratamento da
aterosclerose. Os autores provaram que o tratamento de camundongos, susceptiveis
geneticamente ao desenvolvimento da aterosclerose, com sRAGE foi capaz de suprimir as
lesdes aterogénicas induzidas pelo diabetes. Na sequéncia, outro estudo comprovou que o
tratamento com a isoforma SRAGE foi capaz de diminuir a formacao da placa aterogénica e

atenuar processos inflamatérios induzidos pelo diabetes (BUCCIARELLI et al,
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2002;YAMAGISHI; MATSUIL; NAKAMURA, 2007). Além destes, estudos posteriores
elevaram o nivel de evidencias relacionando o papel benéfico do sRAGE exdgeno na
progressdo das complicagdes diabéticas, sugerindo uma funcdo ‘“‘scavenger” para esta
isoforma de receptor, ou seja, eliminando e/ou impedindo a ligacdo dos AGEs circulantes aos
receptores integrais (full length RAGE) nas membranas plasméticas das células-alvos
(JURANEK et al., 2016; SAITO et al., 2016). Para considerar esta possibilidade, vale destacar
que a unica possibilidade para o efeito terapéutico atribuido a isoforma solivel do RAGE ¢ se
este for o esSRAGE que apresenta o dominio de ligacdo para AGEs intacto na sua estrutura
molecular(PRASAD, 2014). Sendo assim, o efeito teraputico dos receptores para AGEs ¢é
totalmente dependente da sua isoforma, sendo o receptor esRAGE o mais efetivo no combate

as complicacdes causadas pela elevagao da producao de AGEs.

3.4 A Quimica Medicinal e o Desenvolvimento de Novos Farmacos
3.4.1 Estratégias de Desenvolvimento de Novos Farmacos

Oavanco no desenvolvimento de novos farmacos tem uma relacdo direta com a
evolucdo da Quimica Medicinal (QM).De acordo com a IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry), a Quimica Medicinal é uma disciplina ou area de estudos da quimica
que relaciona outras ciéncias, tais como as biolégicas, as médicas e as
farmacéuticas(WERMUTH et al., 1998). Tal conjun¢do de areas e suas interacdes reflete num
objetivo claro para a QM que corresponde a planejar, descobrir, desenvolver, identificar e
preparar compostos com acgdo bioldgica que possibilitem entender e/ou estudar o
metabolismo, mecanismos de acdo molecular e instituir relacdes entre a estrutura quimica do
composto desenvolvido e a sua atividade farmacoldgica (LIMA, 2007).

O desenvolvimento de um novo farmaco € compreendido em trés etapas bem
definidas: descoberta, otimizacdo e o desenvolvimento do protétipo (SANGI, 2016). Embora
o processo seja compreendido em diferentes etapas, em todas elas a QM faz uso de estratégias
que possibilitam realizar alteracOes nas estruturas moleculares. Tais estratégias podem ser
baseadas em dois tipos de métodos de modificagdes moleculares: 1) métodos classicos e 2)
métodos modernos. Dentre os métodos classicos, destacam-seo bioisosterismo,a simplificagdao
¢ a hibridacao molecular(GAIKWAD et al., 2012). Jaosmétodos modernos envolvem o uso de
técnicas computacionais, tais como a modelagem molecular e o QSAR (Quantitative

Structure-Activity Relationships), um modelo mateméatico de andlise quantitativa da relacdo
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entre a estrutura molecular e a sua atividade biol6gica(TINBERG et al., 2013;CHERKASOV
et al., 2014).

O bioisosterismo € definido como uma técnica de sintese de compostos quimicos com
atividade bioldgica, onde diferentes substituintes ou grupos atdomicos sdo introduzidos na
estrutura molecular sem alterar as propriedades quimicas ou fisicas dos compostos, de modo
que a atividade bioldgica seja preservada(GAIKWAD et al., 2012). Este tipo de estratégia de
modificagdo molecular é baseado no conceito de isosterismo criado por Langmuir em 1919,
onde ele considerou que dois elementos sdo isdsteres se 0S mesmos possuirem O mesmo
nimero e organizacdo dos elétrons e duas moléculas seriam isdsteres se apresentassem O
mesmo ndmero de atomos (SETHY et al., 2013). Por sua vez, a simplificagdo molecular
consiste em outro método racional de alteracdo ou sintese de moléculas onde uma substancia
protétipo € utilizada para identificacdo de suas subunidades farmacoféricas e a partir destas
subunidades sdo produzidas novas moléculas mais simples com as propriedades bioativas
preservadas (BARREIRO, 2002).

O desenvolvimento de ligantes ou moléculas prototipos a partir da técnica de
hibridagdo molecular configura uma ferramentaracional muito segura, onde subunidades
farmacoféricas de duas ou mais moléculas com propriedades bioativas conhecidas sdo
fundidas e formam novas estruturas moleculares hibridas com as caracteristicas
farmacoforicas preservadas (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007). Umas das principais vantagens
apontadas com o uso desta técnica € a possibilidade de otimizar a afinidade entre moléculas,
tais como um receptor de membrana e um ligante (FRAGA, 2009;SUN et al., 2014). Destaca-
se ainda como objetivos para utilizacdo da hibridacdo molecular: a) possibilidade de
sinergismo da acdo farmacologica; b) terapia farmacologica de acao dupla e ¢) modulacdo de
efeitos colaterais (NEPALI et al., 2014). Basicamente, a acao sinérgica de um hibrido se da
quando o mesmo atua em vias bioquimicas distintas para incrementagao da mesma atividade
farmacoldgica (ARAIjJO et al., 2015). Quanto ao hibrido de acdo dupla, atribui-se uma
caracteristica simbidtica, de modo que exerce duas acdes farmacoldgicas distintas,
combatendo os sintomas e causas decorrentes da doenga.Por fim, o composto com funcdo
moduladora € obtido quando um protétipo, ou grupo farmacoférico, com agdo terapéutica e
um efeito indesejavel associado € fundido 4 outro fadrmaco, ou grupamento farmacoférico, que
terd a funcdo de atenuar ou anular o efeito colateral do primeiro (HWANG et al.,

2013;LEITE, 2015).
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342 Os Derivados Guanidinicos e o Tratamento das Doencas Cardiovasculares

Os Derivados Guanidinicos (DG) constituem uma classe de compostos quimicos com
diversas atividades farmacoldgicas (SACZEWSKI; BALEWSKI, 2013).Nesse sentido, ha
relatos cientificos atribuindo aos derivados guanidinicos uma importante fun¢do moduladora
de algumas fungdes cerebrais, sugerindo uma potencial ferramenta no tratamento de doencgas
neurodegenerativas, tais como a doenca de Alzheimer (PETRONILHO et al., 2015). Outra
importante acdo farmacoldgica pertencente aos derivados guanidinicos é a capacidade
antiproliferativa (FRANCA et al., 2016;SILVA et al., 2016), atacando linhagens de células
tumorais, e também anti-HIV, impedindo a interagao entre o DNA viral e 0o DNA da célula
hospedeira(JIN; MCGRATH; XU, 2015).Além das atividades destacadas, os compostos
guanidinicos ainda apresentamacdo antibacteriana e antiftingica(LI et al., 2015; WEI et al.,
2016).

Além dos variados efeitos farmacoldgicos citados, os compostos guanidinicos também
sdo eficientes moduladores do sistema cardiovascular, podendo ser utilizados como
ferramentas para o tratamento de doencas cardiovasculares. Nesse sentido, o guanabenzo
surge como um importante representante dos derivados guanidinicos com acdo anti-
hipertensiva (HOLMES et al., 1983).0 guanabenzo é um agonista de receptores ax-
adrenérgico que atua no sistema nervoso central, modulando negativamente a atividade
simpatica e, dessa forma, reduzindo a pressdo arterial e a frequéncia cardiaca(HASHIMOTO
et al., 2003;SICA, 2007).Estudos mostram que a a¢do farmacoldgica do guanabenzo sobre o
sistema nervoso simpatico € diretamente dependente da ativacdo de proteinas
G/(WAINFORD; KAPUSTA, 2012). Além dos efeitos diretos sobre os parametros
cardiovasculares, essenciais para o tratamento da hipertensdo, este derivado guanidinico
também apresenta efeitos sobre o metabolismo lipidico, reduzindo os niveis totais de
colesterol e a sintese de triglicerideos em hepatdcitos(CAPUZZI, 1984).

Assim como o guanabenzo, o firmaco clonidina € um agonista az-adrenérgico que
apresenta acdo farmacoldgica vasorrelaxante através da elevacao dos niveis de 6xido nitrico e,
assim, contribuindo para atividade anti-hipertensiva(HASHIMOTO et al., 2003;PIMENTEL
et al., 2007). A clonidina, além de ativar também receptores a,-adrenérgicos no sistema

nervoso central, também é um agonista de receptores imidazoline, onde a interacdo sinérgica
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de ativacdo destes receptores pelo derivado mencionado € responsavel pela modulagdo
autondmica na resposta hipotensora (HEAD et al., 1998). Nesse sentido, recentemente foi
mostrado uma relagao direta entre o tratamento com baixas doses de clonidina (25pg ou 50ug)
em pacientesjovens com sindrome da fadiga cronica e a diminuicao dos niveis circulantes de
catecolaminas (FAGERMOEN et al., 2015). Além dos efeitos cardiovasculares, a clonidina
surge como uma proposta terapéutica para modulacdo do metabolismo 6sseo, uma vez que ja
foi mostrado que este composto pode aumentar a reabsorcdo Ossea (LIMONARD et al.,
2016). Também ja foi mostrado que a clonidina, em baixas doses (40 ou 80 ug/kg de peso
corporal), pode reduzir a ingestdo de 4&lcool em modelos animais via ativacdo
noradrenérgica(RASMUSSENet al., 2014). No entanto, o mecanismo de modulacio do
comportamento que controla a ingestdo de alcool necessita ser esclarecido, pois outros
trabalhos sugerem que antagonistas de receptores a;-adrenérgicos sao capazes de promover os
mesmos efeitos da clonidina sobre a ingestdo de alcool (O’NEIL et al., 2013; RASMUSSEN
et al., 2014b).

Melero e colaboradores (MELERO et al.,, 1998) desenvolveram derivados
guanidinicos que apresentaram efeitos farmacoldgicos cardiovasculares antagonicos. Dentre
os compostos sintetizados, enquanto alguns demonstraram reduzir a forca de contragdo do
miocardio, um dos derivadosfoi eficaz em provocar efeito inotrépico positivo, uma acdo
farmacoldgica essencial para o tratamento da insuficiéncia cardiaca. Em um estudo pioneiro,
foi mostrado que a agmatina, uma amina sintetizada endogenamente que compete com a
clonidina pelos receptores a-adrenérgicos e imidazolines (CDS - Clonidine-
DisplacingSubstance) (ATLAS; BURSTEIN, 1984), foi capaz de reduzir a pressao arterial de
ratos sob efeito de anestesia quando administrado por via intravenosa (SUN et al., 1995).
Baseado nesta caracteristica farmacol6gica da agmatina, Yang e colaboradores (YANG et al.,
2005) mostraram que esta substancia tem efeitos equivalentes ao derivado clonidina, de modo
que a administracdo da agmatina em nucleos bulbares resultou em reducdo da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial. Mais recentemente, foi demonstrado que esta substancia
apresenta acdo cardioprotetora (YARMOHMMADI et al., 2017) e suprime o tonus simpatico
periférico via ativacdo de receptores imidazoline (KIM et al., 2016).Ao se observar as
potencialidades farmacoldgicas da agmatina, derivados foram sintetizados a partir desta
substancia com inclusdo de anéis guanidinicos na estrutura molecular, resultando em analogos

com maior afinidade pelos receptores a-adrenérgicos e imidazoline (TREDER et al., 2011).
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343 Aminoguanidina: Uma Proposta Terapéutica Para o Tratamento de Doencas

Cardiovasculares e a Hipertrofia Cardiaca

A aminoguanidina (AG; CHgNy) é, quimicamente, uma substancia compostapor uma
hidrazina nucleofilica(-NHNH,) associada a uma fra¢do guanidina [-NHC(=NH)NH,] que
podem interagir facilmente com os grupamentos carbonilas (R=C=0) de diversas moléculas
bioldgicas (NIGST et al., 2012). Esta caracteristica confere 8 AG uma propriedade muito util
para inibir enzimas que apresentam o grupamento carbonila como cofatores, assim como a
o6xido nitrico sintase(NOS — Nitric Oxide Synthase)(ANAEIGOUDARI et al.,, 2016;
LAFIONIATIS et al., 2016) e a amina oxidase semicarbazida-sensivel (SSAO -
Semicarbazide-Sensitive Amine Oxidase)(CIONI et al., 2006; PREVOT et al., 2007). No
entanto, a capacidade de inibir a formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs —
Advanced Glycation End-products) é a atividade mais pronunciada da AG(LO et al.,
1994, THORNALLEY, 2003).Nesse sentido, a acdo farmacologica da AG tem sido avaliada
em condicodes patoldgicas onde os AGEs estdo relacionados com as complicagdes observadas,
tais como no diabetes mellitus (NENNA et al., 2015).

Embora muitos trabalhos publicados atualmente tenham mostrado o potencial
farmacoldgico da AG no tratamento de complicagdes diabéticas, esta substincia foi
inicialmente proposta como um agente terapéutico para os efeitos adversos do formaldeido
em sistemas biolégicos(KALASZ, 2003). O formaldeido (CH,O) é considerado uma molécula
simples, porém, de muita relevancia para muitos processos celulares, tais como proliferacio e
diferenciacao celular(SZENDE; TYIHAK, 2010), além de apoptose (NIE et al., 2007) e
neurodegeneracao (SONGUR et al., 2010; TULPULE; DRINGEN, 2013). Um dos primeiros
estudos mostrando a releviancia da AG no metabolismo do formaldeido foi realizado por
Berheim (BERNHEIM, 1950). Neste trabalho, foi mostrado que a AG contribuiu com o
aumento da taxa de oxidacdo do formaldeido quando misturado com extrato de tecido
hepético de ratos. Posteriormente, Mchels e colaboradores (1962) mostraram que o produto da
oxidac¢do do formaldeido na presenca da AG em extrato de tecido hepético € o 4cido formico,
colaborando para a neutralizacdo dos possiveis efeitos toxicos do formaldeido e/ou seus
metabdlitos (YU et al., 2002, 2003; SONGUR et al., 2010).

O uso da AG no tratamento do diabetes e das complicacdes cardiovasculares
associadas ao envelhecimento vém ganhando destaque, principalmente pela sua capacidade
antiglicante(CANTINI et al., 2001;STADLER et al., 2005). O trabalho realizado por

Brownlee e colaboradores (1986) foi o primeiro a chamar a atencdo para a relacdo entre os



58

efeitos da AG no tratamento do diabetes. Na ocasido, foi mostrado que além de prevenir a
formacdo de AGEs, a AG também reduziu a formacdo de ligagdes cruzadas entre moléculas
de colageno e glicose em artérias de ratos diabéticos, uma condi¢do estrutural do tecido que
estd relacionado com os comprometimentos vasculares, tais como a diminui¢do da
complacéncia dos vasos (MONNIER et al., 1988; ARONSON, 2003). Em seguida, foi
comprovado por Huijberts e colaboradores (1993)que o tratamento de ratos diabéticos com
AG melhorou os parametros funcionais vasculares, de forma que a complacéncia dos vasos
foi restaurada.Desde entdo, um grande ndmero de evidéncias cientificas surgiram e
demonstraram os efeitos terapéuticos da AG em diversos modelos animais de diabetes e
problemas associados ao envelhecimento, inibindo o desenvolvimento da retinopatia e
nefropatia diabética (HAMMES et al., 1991;ELLIS; GOOD, 1991), prevenindo a ocorréncia
da disfuncdo leucocitaria (SANNOMIYA; OLIVEIRA; FORTES, 1997), preservando a
funcdo erétil (USTA et al., 2003;2004), promovendoneuroprote¢cio(ZIMMERMAN et al.,
1995; COCKROFT et al., 1996) e protegendo contra danos cerebrais isquémicos (CHANGet
al., 2004).

Um estudo pioneiro, realizado por Corman e colaboradores (1998), foi um dos
primeiros a mostrar as possibilidades terapéuticas da AG para tratar complicacdes
cardiovasculares advindas com o envelhecimento. Neste trabalho, os autores mostraram que
ratos nao-diabéticos envelhecidos apresentaram reducdo da hipertrofia cardiaca e do
enrijecimento vascular arterial quando tratados com AG. Embora o tratamento ndo tenha
alterado a produgdo de coldgeno, foi sugerido que o composto tenha revertido a ligacdo
cruzada entre as moléculas de coldgeno e AGEs. Esta hip6tese foi testada posteriormente por
Herrmann e colaboradores (HERRMANN et al., 2003), onde foi comprovado que a AG
reverteu a produgdo de ligagdes cruzadas entre colageno e AGEs no modelo de hipertrofia
cardiaca induzida por sobrecarga mecanica. A funcdo anti-fibrética da AG foi testada também
em modelos animais para diabetes, de forma que a sua eficicia foi relacionada com a
diminui¢do da atividade de metaloproteases de matriz (MMPs) (VADLA; VELLAICHAMY,
2012). Estes achados apontam para os efeitos benéficos da AG na complacéncia miocérdica,
prevenindo a disfuncdo diastdlica que pode ocorrer a partir do aumento da deposicao de
coldgeno e a producdo de AGEs no tecido cardiaco(CHAN et al., 2006; WU et al., 2008).

A elevacdo da producdo de AGEs e seus intermedidrios em modelos animais de
hipertensdo ou em pacientes humanos sugere ou justifica o interesse pelos efeitos da AG
como estratégia farmacoldgica para o tratamento da hipertensdo. Nesse sentido, um estudo

com ratos espontaneamente hipertensos (SHR — Spontaneously Hypertensive Rats),realizado
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por Wu e Juurlink (2002), mostrou que os niveis basais de metilglioxal (MG), um dos
intermediarios de AGEs mais conhecidos e altamente reativo(BANERIJEE et al., 2016), e
AGEsencontra-se extremamente elevadosem células musculares lisas vasculares (VSCM —
Vascular Smooth Muscle Cells). Além disso, quando incubadas com MG exdgeno, as VSCM
de ratos hipertensos apresentaram aumento na producdo de AGEs e ativacdo exacerbada de
NF-«kB, sugerindo uma participacao significativa do eixo AGEs/RAGEs/NF-kB na patogénese
da hipertensao.Na sequéncia, foi comprovado por Wang e colaboradores (2004) que os niveis
plasmaéticos e renais de MG estiveram aumentados em ratos SHR. Tais alteracdes observadas,
ondehd aumento na concentragdo tecidual ou plasméatica de MG e/ou AGE:s, estdo associadas
a um incremento no estresse oxidativo, contribuindo, dessa forma, para o agravamento da
hipertensao(WANG et al., 2005;CHANG; WU, 2006). Estudos mais recentes com animais,
tém mostrado que o aumento da formacdo de MG ou AGEs ndo estd condicionado apenas a
um quadro de hipertensdo. Ja se sabe que o aumento da ingestao de frutose, um carboidrato
precursor do MG, favorece a sintese deste intermedidrio em ratos normotensos € acarreta em
aumentos na pressao arterial através da ativacdo do sistema renina-angiotensina (VASDEV et
al., 2010; DHAR et al., 2013).

Desde entdo, muitos estudos foram realizados com o objetivo de investigar o potencial
terapéutico da AG no tratamento da hipertensdo. Nesse sentido, Dhar e colaboradores(2010)
observaram que a incubacdo de anéis adrticos de ratos normotensos com AG preveniu 0s
efeitos adversos do MG na reatividade vascular. Em outro trabalho, Mukohda e colaboradores
(2012) constataram que o tratamento de ratos SHR com o composto foi capaz de atenuar a
hipertensdo e reduziu o acimulo de MG em vasos mesentéricos. Huang e colaboradores
(2013) sugerem que os efeitos da AG no controle da hipertensdo, além de reduzir a deposi¢ao
de MG e AGE:s, ocorre através do aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico, uma vez
que observaram uma elevacdo dos niveis de L-arginina em fung¢do do tratamento.Diante do
exposto e do grande nimero de evidencias cientificas, a AG assume um papel relevante entre
as ferramentas farmacologicas para o tratamento das complicagdes causadas pelo diabetes

mellitus e a hipertensao arterial.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Sintese dos Derivados Guanidinicos

A sintese dos derivados seguiu como descrito por Franca e colaboradores (2016).
Brevemente, a reacdo de sintese consistiu em proporcionar a condensacdo de um aldeido aril
com hidrocloreto de aminoguanidina (NH,NHC(=NH)NH,-HCl) na propor¢ao 1:1,25 (Figura
12).

Figura 12 - Esquema de Sintese dos Derivados Guanidinicos

o NH; CI” MeOH NH, CI”
H,N

Ar—%4 RN /lk —— V. Ny

- N NH, \( N NH,

H H
H

Aldeido Aril Hidrocloreto de . o
(Aromatico) Aminoguanidina Derivado Guanidinico

Fonte: Autor, 2017.

Nota — Esquema geral de sintese dos derivados guanidinicos utilizados. A sintese dos derivados
consistiu em uma simples reacao de condensacdo entre aldeidos arométicos (Ar) com hidrocloreto de
aminoguanidina em metanol (MeOH).

Os compostos foram dissolvidos em metanol (MeOH), aquecidos sob refluxo e
agitados de um dia para o outro. Apds resfriar a temperatura ambiente, o produto cristalizado
foi separado da soluc@o de metanol através secagem a vacuo por uma noite. Na sequéncia, os
cristais obtidos foram triturados com acetato de etila (C4HgO,) para produzir os compostos na
forma de pd. Os derivados LQM 01 e LQM 03 foram obtidos a partir do mesmo esqueleto
aminoguanidinico condensado a dois aldeidos arométicos diferentes (Ar): 1H-indol-3-

ilmetileno e 4-cianofenil-metileno, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13 - Derivados Guanidinicos LQM 01 e LQM 03

LQM 01 LQM 03
n NH, CI”
’/\N/ \{/
H + o
NH, Cl NH
72 NN HCI 2
/ Ny 74 NC
HN HCl NH,

1H-indol-3-ilmetileno  Esaueleto Aminoguanidinico 4-cianofenil-metileno Esqueleto Aminoguanidinico

Fonte: Autor, 2017.

Nota — Os derivados aminoguanidinicos LQM 01 (C,(H;4C1N5; PM = 239,70 g/mol) e LQM 03
(CoH,C1N5; PM = 225,68 g/mol) foram sintetizados a partir da condensa¢@o entre aminoguanidina e
1H-indol-3-ilmetileno e 4-cianofenil-metileno.

O derivado PAS83, diferentemente dos compostos anteriores, foi obtido a partir do

derivado LQM 01, substituindo-se o grupamento guanidinico por um aldeido(Figura 14).

Figura 14 - Derivado Aminoguanidinico PA 83

PA 83
i N
HN Hl HN
1H-indol-3-ilmetileno Imidazol

Fonte: Autor, 2017.

Nota — A sintese do derivado PA 83 (C,,H3Ns; PM = 227,26 g/mol) deu-se a partir da condensacdo
entre o composto LQM 01 e um anel imidazol, substituindo o grupamento guanidinico da molécula
anterior.
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4.2 Delineamento Experimental — Testes in vitro

O delineamento experimental inicial consistiu em realizar uma série de experimentos
in vitro para se avaliar a capacidade antioxidante da aminoguanidina e de 3 substancias
sintéticas derivadas da aminoguanidina: PA83, LQMO1 e LQMO3. A capacidade antioxidante

dos derivados mencionados foi avaliada através de quatro métodos diferentes: sequestro de
radical DPPH’, sequestro de radical ABTS™, sequestro de ¢xido nitrico (‘'NO) e sequestro de

peréxido de hidrogénio (H,0O,). Além da capacidade antioxidante, os derivados também foram

submetidos a avaliacdo da capacidade antiglicante in vitro.

Figura 15 - Esquema dos Testes in vitro

Testes in vitro

(Aminoguanidina, PA 83, LOM 01 e LOM 03)

Sequestro de Sequestro de Sequestro de Sequestro de Capacidade
DPPH* ABTS** ‘NO H,0, Antiglicante

Fonte: Autor, 2017.

Nota — A aminoguanidina e os derivados guanidinicos PA83, LQMO1 e LQMO03 foram submetidos a
avaliagdo da capacidade antioxidante e antiglicante.

4.2.1 Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

4.2.1.1  Sequestro do Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil(DPPH’)

Um dos métodos mais utilizados para avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro € o

de sequestro do radical DPPH°(SHARMA; BHAT, 2009). Neste método, a substancia-teste é

submetida a uma andlise da sua capacidade de reduzir a molécula radicalar DPPH e a
formacdo de hidrazina através da doagdo de atomos de hidrogénio (ANTOLOVICH et al.,
2002). A cinética de reacdio da formacdo de hidrazina a partir da reducdo do radical DPPH

favorece a mudanga da cor violeta para amarelo (MOLYNEUX, 2004)(Figura 16).

Nesse sentido, avaliou-se a capacidade dos derivados guanidinicos reduzir o radical
DPPH. Para este fim, inicialmente, solucdes dos derivados foram preparadas a uma

concentracdo de 400 mg-L"' em metanol 30%. Em seguida, a partir destas solucdes, procedeu-
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se a preparacdo de diferentes diluicdes a fim de se obter uma curva de calibracdo/padrao em
funcdo de diferentes concentracoes dos derivados (1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0;
40,0 e 50,0 mg'L'l). Além dos derivados, utilizou-se também a aminoguanidina para avaliar

sua capacidade antioxidante in vitro e comparar com os derivados.

Figura 16 - Representacio da reacdo entre o radical DPPH e uma substincia antioxidante

genérica (HCA)

O,N
Antioxidante
N—N-= NO, ——MMM———»
O,N

Violeta Amarelo

Fonte: Adaptado de Oliveira(2013).

Nota — A reagdo de reducdo do radical DPPH" a partir de outra molécula ou agente antioxidante
(HCA) favorece a mudanga colorimétrica do violeta para o amarelo. Tal resposta antioxidante pode ser
monitorada através da mensuragdo da absorbancia da solu¢ao a um comprimento de onda de 527 nm.

O ensaio consistiu em adicionar 0,20 mL de solu¢io DPPH’ (600 pumol L'l), 1,0 mL de
cada uma das amostras (derivados ou aminoguanidina) ou solucido de referéncia (Trolox) e
2,80 mL de 4gua deionizada, nesta ordem, totalizando um volume final de 4,0 mL. Apds
incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente, realizou-se a mensuracao da absorbancia (A
= 527 nm) com cubetas de vidro (1,0 cm de caminho Optico) em um espectrofotdmetro
(Femto® 600 plus) (Figura 17). O sinal de referéncia (Branco) foi obtido a partir de uma
solucdo semelhante a anterior, no entanto, a amostra foi substituida por dgua. O trolox, um
potente antioxidante, foi usado como substancia controle ou de referéncia e os resultados da

capacidade antioxidante foram expressos em equivalentes (mg-L'l) do mesmo.
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Figura 17 - Esquema do Ensaio de Sequestro do Radical DPPH’
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Fonte: Autor, 2017.

Nota — O ensaio da capacidade de sequestrar o radical DPPH'foi utilizado para avaliagdo da
capacidade antioxidante dos derivados aminoguanidinicos. A partir de uma solucdo estoque (400
mg-L"; MeOH 30%), procedeu-se a dilui¢io para formagio da curva de calibragio com os derivados
PA 83, LQM 01 e LQM 03. O trolox e a quercetina foram utilizados como controles positivos
(padrdes) a fim de comparagdo dos resultados. A reacdo foi iniciada com a adi¢do de 200 pL de
DPPH' (600umol-L™") a cada tubo e apds 30 minutos de incubagdo, realizou-se a mensuracdo da
absorbancia a A = 527 nm.

4.2.1.2  Sequestro do Radical 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS™)

Oensaio de sequestro do radical ABTS™ é mais um método, muito utilizado, para
avaliacdo do potencial antioxidante de substancias de diversas naturezas, sejam elas
hidrossoldveis ou lipossoliveis (ANTOLOVICH et al., 2002). Neste método, diferentemente
do DPPH’, é necessaria a geracdo do radical ABTS™ (Figura 18). Nesse sentido, 16 horas
antes do ensaio, foi preparada uma solugio estoque do radical ABTS™ (5,0 mmol-L") a partir
da adicdo de 4,0 mgde persulfato de potéssio (K,S,Os; Merck®) e 26,0 mg de ABTS (Sigma
Aldrich®) em 10,0mL de 4gua deionizada. Apés 16 horas de incubacio e protegida da luz,
preparou-se uma solucdo de tampdo fosfato (2,0 mmol-L"'; pH 7,4). O radical ABTS™
formado apresenta uma coloragdo verde intensa, cuja absorbancia pode ser mensurada a um
comprimento de onda (L) de 734 nm(GUPTA et al., 2009). Dessa forma, a neutralizacdo do
radical ABTS™ em funcio de um antioxidante é mensurada a partir da diminuicdo da

intensidade colorimétrica da solucao.
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Figura 18 - Representaciio Genérica da Formacio do Radical ABTS™
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Fonte: Autor, 2017.

Nota —A formacdo do radical ABTS™ consiste em reagir persulfato de potéssio (K,S,0g) com ABTS
(2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), apresentando uma coloracdo verde intensa que pode
ser mensurada a comprimento de onda (A) de 734 nm.

Semelhantemente ao método do radical DPPH', em um tubo foram adicionados 0,22
mL da solu¢do estoque do radical ABTS™, 1,0 mL da solucio padrdo ou das amostras
previamente diluidas e completou-se com 4gua deionizada até o volume final de 5,0 mL.
Apo6s 15 minutos de incubagdo procedeu-se a medida da absorbancia (A=734 nm) em um
espectrofotometro (Femto® 600 plus)comcubetas de vidro (1,0 cm de caminho 6ptico) (Figura
19). O sinal de referéncia (Branco) foi obtido a partir de uma solu¢do semelhante a anterior,
no entanto, a amostra foi substituida por dgua. A curva analitica para o procedimento
empregando ABTS "foi construida empregando-se Trolox como padrio de calibragio, sendo
usado como referéncia e os resultados da capacidade antioxidante foram expressos em

equivalentes (mg L") do mesmo.
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Figura 19 - Esquema do Ensaio de Sequestro do Radical ABTS™
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Fonte: Autor, 2017.

Nota — O ensaio da capacidade de sequestrar o radical ABTS™ foi utilizado para avaliagdo da
capacidade antioxidante dos derivados aminoguanidinicos. A partir de uma solugdo estoque (400
mg-L™"; MeOH 30%), procedeu-se a dilui¢io para formagio da curva de calibragio com os derivados
PA 83, LOM 01 e LQM 03. O trolox e a quercetina foram utilizados como controles
positivos(padrdes) a fim de comparacao dos resultados. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 220 pL
de ABTS™ (5,0mmol-L'l) a cada tubo e apds 15 minutos de incubacdo, realizou-se a mensuragido da
absorbancia a A = 734 nm.

ARTS*
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4.2.1.3  Sequestro de Oxido Nitrico (NO)

A capacidade de sequestrar 6xido nitrico (NO) foi avaliada através de um método
indireto, ou seja, o analito observado neste ensaio ¢ um produto formado a partir do
‘NO(FOX, 1979). Um dos métodos mais utilizados baseia-se na reacdo de Griess, descrito
inicialmente por Johann Peter Griess em 1879 (TSIKAS, 2007), onde o nitrito, produzido a
partir da auto oxidagdo do'NO, reage com sulfanilamida em meio 4cido e, em seguida, o

composto gerado interage com o cloridrato de N-(I-naftil)etilenodiamina (NED), formando

um composto de coloracio rosa (Aysx = 546 nm) (Figura 20)(GIRALDEZ; ZWEIER, 1998).
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Figura 20 - Representacio da Reacao de Griess
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Nota — A autoxidacdo do 6xido nitrico 'NO em meio aquoso produz o nitrito (NO,) que, ao reagir
com a sulfanilamida em meio 4cido, forma um intermediério reduzido. Este intermediério reage com o
N-(I-naftil)etilenodiamina (NED) e produz um composto de colorag¢do rosa que pode ser mensurado a
Amix = 546 nm.

Fonte; Autor, 2017.

Nesse sentido, para avalia¢do do sequestro do radical 'NOempregando o método de
Griess, 0,5 mL de nitroprussiato de sédio (5,0 mmol L'l)diluida em tampao fosfato (0,1 mol
L'l, pH 7,0) foi misturado a 2,5 mL de amostras de cada um dos derivados ou padrdes
empregados (400 mg-L™). Em seguida, o volume final foi ajustado para 5,0 mL com 4gua
ultrapura e a solucdo resultante foi incubada a temperatura ambiente por 150 min. O sinal de
referéncia (branco) foi obtido a parir de uma solucdo semelhante a anterior, no entanto, a
amostra ou padrao foi substituido por 4gua ultrapura. Em intervalos de 30 minutos aliquotas
de 1,0 mL das amostras incubadas foram coletadas e misturadas a 1,0 mL do reagente de
Griess (Figura 21). Durante a reacdo um cromdforo é gerado a partir da diazonizacdo da
sulfanilamida com nitrito de s6dio em meio 4cido eseguido do acoplamento com oNED. A
intensidade da coloracio gerada pelo croméforo foimensurada em espectrofotdmetro (Femto®

600 plus) a A=546 nm.
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Figura 21 - Esquema do Ensaio de Sequestro do Radical 'NO
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Fonte: Autor, 2017.

Nota — O ensaio de avaliagdo da capacidade de sequestrar o radical 6xido nitrico (‘NO) foi iniciado
com a reacdo entre o nitroprussiato de sédio (Na[Fe(CN)sNOJ; 5,0 mmol' L") e os padrdes
trolox/quercetina ou os derivados aminoguanidinicos (PA 83. LQM 01 e LQM 03) a concentragdo fixa
de 400 mg-L™". Esta reacio foi designada como reacio antioxidante, de modo que a capacidade de cada
composto em neutralizar o ‘NO liberado na reagdo foi determinada em seguida com a reacéo da
soluc@o formada com o reagente de Griess, um método indireto para detec¢do de subprodutos do ‘NO.
A cada 30 minutos, procedeu-se a leitura da absorbancia da reacdo a A = 546 nm até o tempo maximo
de 150 minutos (T a Tsp).

4.2.1.4 Capacidade de Sequestrar o Peroxido de Hidrogénio

A capacidadede sequestro do peroxido de hidrogénio foi determinada de acordo com o
procedimento descrito por Esmaeili e Sonboli(ESMAEILI; SONBOLI, 2010). Desta forma,
em um tubo foram adicionados 400 pL da solucdo do composto avaliado (10 ppm) e 4,6 mL
de solu¢ao de H,O»(10 mM) em tampao fosfato (50 mM, pH 7,4). A mistura foi incubada e
protegida luz durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, fez-se a medida
espectrofotométrica (Femto® 600 plus) das solugdes a A=230 nm. Para todas as amostras
foram preparadas solugdes de referéncia (branco da amostra) onde a solu¢do de perdxido de
hidrogénio foi substituida por 4,6 mL de tampao fosfato (50 mM, pH 7,4). A capacidade de

sequestro de perdxido foi analisada a partir da seguinte expressao:
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%I = [AbSper — (AbSym — Absier)/(Absper)] x 100

Observagoes: Absper, Abs,m € Absr correspondem as absorbéancias das solugdes de per6xido
de hidrogénio (10 mM), da amostra na presenga do peréxido de hidrogénio e da solugao de

referéncia (branco da amostra),respectivamente.

4.2.2 Avaliacdo da Capacidade Antiglicante

A avaliacdo da capacidade antiglicante de qualquer composto corresponde ao
potencial deste em inibir a producdo e/ou decompor produtos finais de glicacdo avangada
(AGEs). Para o presente trabalho, foi avaliada a capacidade da aminoguanidina e dos
derivados guanidinicos inibir a formacdo de AGEs através de um método fluorimétrico
adaptado(SHIN et al., 2015). Para este fim, antes da execucdo dos procedimentos
experimentais, todos os materiais € solucdes foram esterilizados em capela de fluxo laminar
sob incidéncia de luz absorbanciaspor um periodo de 15 minutos. Em seguida, em microplaca
de 96 pocos (Axygen®), a reacdo para cada amostra foi realizada em replicatas e iniciada de

acordo com as tabelas que seguem abaixo:

» Branco (Br):

Solucao Volumes
1* | Tampao Fosfato de S6dio (100 mM; pH 7,4) 105 uLL
2* | Azida Sédica (8 g/L) 7,5 uL
3* | BSA (40 mg/mL) 75 uL

» Controles Negativos

a) Fluorescéncia (CNrporescéncia)

Solucao Volumes

1* | Tampao Fosfato de Sédio (100 mM; pH 7,4) 105 uLL

2* | Azida Sédica 8 g/L (8 g/L) 7,5uL
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b) Técnica (CNrscnica)

Solucao Volumes
1* | Tampao Fosfato de Sédio (100 mM; pH 7,4) 105 uLL
2* | Azida Sédica (8 g/L) 7,5 uL
3* | BSA (40 mg/mL) 75 uL
4% | Glicose (800 mM) 37,5ul

> Amostras Testadas

Solucao Volumes
1* | Tampao fosfato de sédio (100 mM, pH 7,4) 105 uLL
2* | Azida sddica (8 g/L) 7,5 uL
3* | Amostra (2 mg/mL) 75 uL
4* | BSA (40 mg/mL) 75 uL
5* | Glicose (800 mM) 37,5 uL

ApOs a preparagdo da microplaca, esta foi levada imediatamente para incubacdo em
estufa a 37°C. Apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo, realizou-se a leitura da emissdo da
fluorescéncia a 450 nm apds uma excitagio de 350 nm (FlexStation® 3)(HARRIS et al., 2014)
(Figura 22).Para fim de célculos, inicialmente, foi realizada a correcao da fluorescéncia obtida
(Fluorescéncias do Controles Negativos) ¢ a correcdo do controle da técnica (CTcorrigida), de

forma que:

» Fcomigiaa = Controle Negativo da Técnica (CNrsmnica) — Controle Negativo da
F lI/tOI" es Cél’lCia (CN Fluorescéncia)
»  CTcorrigida = Fluorescéncia do Branco(Br) — F corrigida

» Fluorescéncia da Amostra Corrigida(FAcorigiaa) = Fluorescéncia da Amostra —

CTCorrigida
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Na sequéncia, os resultados sdo apresentados como percentual de inibicdo (%lI),

calculado a partir da equagao:

FA
% de Inibigao (%I) = [1 — ( Comglda)l

( Cornglda

Figura 22 - Representacao do Ensaio de Avaliacao da Capacidade Antiglicante
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Fonte: Autor, 2017.

Nota — A avaliacdo da capacidade antiglicante foi iniciada com o processo de esterilizacdo a luz UV
por 15 minutos de todos os materiais necessarios para execu¢do do protocolo experimental em capela
de fluxo laminar. Em seguida, procedeu-se a montagem das microplacas como descrito no protocolo
experimental e, ao final desta etapa, as microplacas foram incubadas & 37°C em estufa apropriada.
Ap6s 24, 48 e 72 horas mensurou-se a emissdo da fluorescéncia a 450 nm apods a excitagdo de 350 nm.

4.3 Testes in vivo
43.1 Animais

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados ratos Wistar machos com idades entre
7 e 10 semanas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL). Estes animais foram alocados no Biotério Setorial da Escola de Enfermagem e
Farmacia (ESENFAR) da UFAL, onde permaneceram sob condigdes padroes de
experimentacao animal. Tais condi¢des consistiam de temperatura controlada (22+1°C), ciclo
claro-escuro de 12 horas e livre acesso a dgua e alimentacdo. O nimero maximo de animais
por gaiolas foi 5. Ressalta-se que todos os procedimentos realizados neste trabalho foram
conduzidos de acordo com os principios defendidos e exigidos pelo Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo anteriormente submetidos para andlise como
projeto de pesquisa e, posteriormente, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de

Animais da UFAL (ndmero de protocolo 65/2015, ANEXO I).
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432 Delineamento Experimentalin vivo

Apos a avaliacdo da capacidade antioxidante e da capacidade antiglicante, procedeu-se
a realizacdo dos testes in vivo, que consistiram em avaliar os efeitos dos tratamentos com os
derivados guanidinicos no modelo animal de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.
Para este fim, ratos Wistar machos foram distribuidos, como mostra o esquema abaixo, nos

seguintes grupos experimentais:

Figura 23 - Esquema dos Grupos Experimentais

Ratos Wistar

Isoproterenol+ Isoproterenol+
Isoproterenol

Aminoguanidina Derivados

Fonte: Autor, 2017.

Nota — Esquema de distribuicio e formacdo dos grupos experimentais para o delineamento
experimental in vivo. Os grupos tratados com os derivados consistiram no: a) Isoproterenol+PAS83; b)
Isoproterenol+LQMO1 e c) Isoproterenol+LQMO3. Enquanto a aminoguanidina e o derivado PAS83
foram administrados na dose de 50 mg/kg de peso corporal, os derivados LQMO1 e LQMO03 foram
administrados em duas doses diferentes — 10 e 20 mg/kg de peso corporal (derivado LQMO1) e 10 e 30
mg/kg de peso corporal (derivado LQMO3).
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v' Descrigido dos Grupos Experimentais:

- Controle (CT; n = 12): Animais tratados com solu¢do salina (NaCl 0,9%; s.c.) como
veiculo do isoproterenol e com solugdo de DMSO 1% (i.p.) como veiculo da
aminoguanidina e do seu derivado;

- Isoproterenol (ISO; n = 8): Animais tratados com isoproterenol (7mg-kg™'; s.c.) em
solucdo salina (NaCl 0,9%) e com solu¢do de DMSO 1% (i.p.) como veiculo da
aminoguanidina e do seu derivado;

-Isoproterenol + Aminoguanidina — 50 mg/kg ISO+AG - 50 mg/kg; n = 12): Animais
tratados com isoproterenol (7mg-kg'1; s.c.) em solucdo salina (NaCl 0,9%) e com a
aminoguanidina (50 mg-kg'; i.p.) em solucio de DMSO 1%;

- Isoproterenol + PA83 — 50 mg/kg (ISO+PA83 - 50 mg/kg; n = 07): Animais tratados
com isoproterenol (7mg-kg'1; s.c.) em solucdo salina (NaCl 0,9%) e com o derivado
guanidinico PA83 (50 mg-kg™'; i.p.) em solucdo de DMSO 1%;

- Isoproterenol + LQMO01 - 10 mg/kg (ISO+LQMO01 - 10 mg/kg; n = 08): Animais
tratados com isoproterenol (7mg'kg'1; s.c.) em solugdo salina (NaCl 0,9%) e com o
derivado LQMOI (10 mg-kg™"; i.p.) em solucdo de DMSO 1%;

- Isoproterenol + LQMO1 — 20 mg/kg (ISO+LQMO01 - 20 mg/kg; n = 05): Animais
tratados com isoproterenol (7mg-kg'1; s.c.) em solucdo salina (NaCl 0,9%) e com o
derivado LQMO1 (20 mg-kg'l; 1.p.) em solu¢do de DMSO 1%;

- Isoproterenol + LQMO03 - 10 mg/kg (ISO+LQM03 - 10 mg/kg; n = 08): Animais
tratados com isoproterenol (7mg'kg'1; s.c.) em solugdo salina (NaCl 0,9%) e com o
derivado LQMO3 (10 mg-kg'l; 1.p.) em solu¢do de DMSO 1%;

- Isoproterenol + LQMO03 - 30 mg/kg (ISO+LQM 03 - 30 mg/kg; n = 06): Animais
tratados com isoproterenol (7mg'kg'1; s.c.) em solugdo salina (NaCl 0,9%) e com o

derivado LQMO3 (30 mg-kg™; i.p.) em solucdo de DMSO 1%;
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4.4 Eutanasia dos Animais

Ap6s o periodo de indugdo da hipertrofia cardiaca, no décimo sexto dia, seguido de
um periodo de jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados com tiopental sédico (10
mg-Kg'; ip.) e sacrificados por puncdo cardiaca. O sangue coletado durante este
procedimento foi transferido para tubos vacutainercontendo anticoagulante (K,EDTA) e
colocados no gelo. Em seguida, o sangue foi centrifugado 4000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente para obtencdo do plasma. Além de sangue, outros tecidos, tais como o
coragdo e figado, também foram coletados para andlises bioquimicas ou histologicas. Uma
vez obtidas, as amostras citadas foram armazenadas em freezer -80°C ou fixados com

formalina 10%para anélises posteriores.

4.5 Avaliacao Morfologica dos Tecidos Cardiacos e Hepaticos
4.5.1 Indice de Hipertrofia Cardiaca

O indice de hipertrofia cardiaca foi utilizado como um indicador indireto das
alteracdoes morfoldgicas presentes nas adaptagdes hipertréficas do coragdo. Para obtencdo
deste indice realizou-se o célculo da razdo entre o peso umido cardiaco e o peso corporal
(PCard/PCorp) e também pela razdo entre peso umido do ventriculo esquerdo e o peso
corporal (PVE/PCorp)(PATEL et al., 1991). Para este fim, apds a coleta de sangue por puncao
cardiaca, o coracdo foi removido e pesadoem balanca analitica (0,001g; MARTE AL®,
modelo 200C). Em seguida, realizou-se uma cuidadosa separacdo das camaras cardiacas -
atrios, ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE) - e a pesagem destas. Na sequéncia,
as amostras foram armazenadas em biofreezer -80°C para andlises posteriores ou alocadas

separadamente para processamento histolégico.

4.5.2 Processamento Histolégico

A anélise histologica do coragdo e do figado foi realizada com o objetivo de se
comprovar as alteragdes morfologicas observadas na hipertrofia cardiaca e os possiveis efeitos
hepéticos do protocolo de inducdo hipertréfica ou dos tratamentos propostos com o0s
derivados e/ou aminoguanidina. Sendo assim, apds a pesagem, os ventriculos esquerdos e
fragmentos do figado passaram por um processo de fixacdo em formalina 10% por um

periodo de 16 a 20 horas. Em seguida, os tecidosforamsubmetidos a sequéncia de banhos em
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etanol a 70, 90 e 100% para desidratacio em tempos especificos de imersdo. A seguir, a fim
de proporcionar melhor inclusdo em parafina na etapa seguinte, ostecidos foram submetidos
ao clareamento que consistiu numa sequéncia de dois banhos de 30 minutos em Xilol.A etapa
seguinte foi de impregnacao que consistiu em imergir os tecidos em trés banhos de parafina
em tempos de 30, 60 e 90 minutos a uma temperatura de 60°C. (5) Apds o banho de 90
minutos, as amostras foram retiradas da estufa para conclusdo do processo de impregnagao
em parafina e posteriormente seccionadas a uma espessura de 5 micrémetros (um) em
micrétomo (MAASS et al., 2004).

Na sequéncia, utilizou-se a coloracdo de hematoxilina e eosina (H&E)para se analisar
morfologicamente os efeitos hipertroficos do isoproterenol. Para isso, (1) as amostras,
previamente cortadas e aderidas em laminas histolégicas, foram submetidas, inicialmente, a
uma sequéncia de trés banhos em xilol durante 5 minutos. Em seguida, (2) os cortes
histologicos passaram por trés banhos sucessivos de etanol nas concentracdes 100, 90 e 70%
durante 5 minutos em cada concentracdo. (3) Logo apds as laminas foram imersas por 5
minutos em agua destilada. (4) A seguir, procedeu-se a primeira etapa de coloracdo com
hematoxilina de Herris durante 3 minutos, seguido de um periodo de 5 minutos de lavagem
com agua corrente. (5) Posteriormente, a segunda etapa referente a coloragdo consistiu em
banho com solug¢do alcodlica de eosina amarelada durante 4,5 minutos. (6) Seguidamente, as
amostras foram submetidas a dois banhos em etanol as concentracdes de 90 e 100%, durante 5
minutos para cada imersdo. (7) Finalizando, as 1aminas passaram por dois banhos em xilol por
5 minutos para posterior montagem.

Os tecidos também foram submetidos a coloragdo para marcagdo de coldgeno através
do método de tricrdmico de Gomori (GOMORI, 1950). Basicamente, este método s6 difere do
descrito anteriormente na etapa da coloracdo, que consistiu em (1) imergir as laminas em
solucdo de hematoxilina por 60 segundos; em seguida, (2) procedeu-se a lavagem em 4gua
destilada por 5 minutos. Na sequéncia, (3) as laminas foram imersas em solugdo de tricromico
de Gomori durante 15 minutos. A solu¢do de tricromico de Gomori € constituida por
cromotopo 2R 0,6%; fast green 0,3%; 4cido fosfotingstico 0,6%; 4cido acético glacial 0,2% e
agua destilada em pH 3,4.(4) Ap6s lavagem com agua destilada, a etapa seguinte consistiu em
realizar desidratacdo seriada em solugdes de etanol 70%, 90% e 100% seguida de banho de
xilol para posterior montagem.

Ap6s os processos de coloragdo, as amostras foram fotografadas em microscopio 6tico
Olympus® BX51 com objetiva para aumento de até 100x acoplado ao sistema de aquisicdo de

imagens DP2—BSW®c0mp0sto de uma camera digital (10,1 megapixels). AsImagens digitais
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das espécimes coradas com H&E e tricrbmico de Gomori foram capturadas deforma
padronizada, cujo procedimento compreendeu, inicialmente, numavarredura por toda a 4rea
do tecido cardiaco e hepatico utilizando a objetiva de 20x. Foram escolhidos, pelo menos, 10
campos por amostra.Apos obtencao das fotomicrografias, a analise quantitativa da deposicao
decoldgeno no coragdo e figado foi realizada com o software Image J (NIH) utilizando plug-
insadequados para eliminar o sinal de fundo antes da analise em histograma, conformedescrito

anteriormente por De Felice e colaboradores (2007).

4.6 Estudo de Docking Molecular

Com o objetivo de investigar as possibilidades de interagdes da aminoguanidina e seus
derivados com metaloproteases de matriz extracelular (MMPs), procedeu-se a realizagdo do
estudo de docking molecular. Para este fim, os dominios cataliticos e hemopexinas das
metaloproteases 2 e 9 foram utilizados como alvos moleculares selecionados para simulacdo
de interacdo com os compostos mencionados.Os alvos foram escolhidos com base nas
referéncias proteicas (ID) indexados noBanco de Dados de Proteinas (RCSB Protein Data
Bank-PDB), sendo que para o dominio hemopexina da isoforma MMP-2 utilizou-se a
referéncia proteica (PDB-ID) IRTG(GOHLKE et al., 1996) e para o dominio catalitico as
referéncias 1QIB (DHANARAJ et al., 1999) e IHOV (FENG et al., 2002). Quanto a isoforma
MMP-9, foi utilizado a referéncia 1ITV para representar o dominio hemopexina e 1GKC e

1GKD (ROWSELL et al.,, 2002)como referéncia proteica para o dominio cataliticoda

metaloprotease.
Tabela De Resumo de PDBs Id das Metaloproteases
Dominios
Isoformas
Hemopexina Cataliticos
MMP-2 IRTG 1QIB 1HOV
MMP-9 1TV 1GKC 1GKD

As estruturas moleculares da aminoguanidina bem como seus derivados foram
desenhadas através da utilizacdo do software ArgusLab®. Para a execucdo das simulagdes de

ancoragem molecular e otimizagdo das energias de ligagao/interacao estimadas para formacao
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do complexo ligante-receptorforam utilizados os softwaresAutoDock Tools® versdo 1.5.6 e

AutoDock Vina®, respectivamente.
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4.7 Analise Estatistica

Para andlise estatistica, seguiu-se, inicialmente, a utiliza¢do do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk para se avaliar a distribui¢do dos dados. Quando se observou distribuicao
simétrica, utilizou-se o teste de Anélise de Variancia de uma via (ANOVA One-Way) seguido
do poés-teste de Bonferroni para multiplas comparacdes. Para os dados que ndo apresentaram
distribuicdo simétrica, fez-se, inicialmente, analise de ocorréncia de outlierse confirmando-se
a assimetria na distribui¢cdo de dados, seguiu-se uso do teste de Kruskal-Wallis, seguido do
pos-teste de Dunn para multiplas comparacoes.

Foram utilizados, respectivamente, os softwares Microsoft Excel®2013 e GraphPad
Prism®Versdo 6.0 para tabulagdo e andlise estatistica dos dados, os quais sdo apresentados ora
como MEDIA+EPM, ora como MEDIA+DP. Considerou-se os resultados estatisticamente

significativos quando p<0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Avaliacao da Capacidade Antioxidante dos Derivados Aminoguanidinicos

5.1.1 Capacidade de Sequestrar o Radical DPPH

A capacidade de sequestrar o radical DPPHfoi o primeiro ensaio da capacidade
antioxidante realizado para avaliar o potencial de cada derivado aminoguanidinico atuar como
agente antioxidante para este ensaio. Assim como para todos os ensaios seguintes, o trolox (6-
hidroxy-2,5,7,8-tetrametylcromen-2-carboxilic)e a quercetina (2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-
trihydroxychromen-4-one) foram utilizados como padrdes/controles positivos(KONDAKCI et
al., 2013). De acordo com os resultados obtidos, dentre os derivados avaliados, apenas o
PA83e o LQMO1 apresentaram algum efeito sobre a formacdo do radical DPPH’, sendo o
PAS83 o que apresentou o melhor resultado (ICsopagz = 12,86 pg-mL'l; ICsoomor = 18,10
u g-mL'l). Quando comparados ao trolox, podem ser considerados praticamente equivalentes
(ICs0/Trolox= 16,60 p g'mL'l) (Tabela 1). No entanto, nenhum dos derivados foi tdo eficiente
para inibir a formac¢do do radical DPPH’ quanto a quercetina (ICso/quercetina = 5,80 p g-mL'l). A
aminoguanidina e o derivado LQMO3ndo apresentaramcapacidade de sequestrar o radical

DPPH'.

Tabela 1 — Efeitos dos Derivados na Capacidade de Sequestrar o Radical DPPH’

DPPH’
Compostos Faixa Linear Curva Analitica ICs,
(ug-mL™) %I =aCyo +b " (ugmLl?

Quercetina 0,5-3,0 %I = 8,52 (¥0,31)Cpo + 0,75 (£0,56) 0,9967 5,80
Trolox 1,0-20,0 0% = 2.84 (£0.14)Cro + 276 (£142) 09927 16,60
Aminoguanidina * * * *
PAS83 1,0-7,5 %I = 3,85 (£0,10)Cpo + 0,47 (£0,44) 0,9989 12,86
LQMO1 1,0-20.0 %I =2.61 (036)Cao + 2.78 (£2.04) 09720  18.10
LQMO3 s * s ¢

Fonte: Autor, 2016.

Nota —O trolox e a quercetinaforam utilizados como controles positivos/padrdes. Os resultados sdo
apresentados como a concentracao (pg-mL'l) capaz de inibir em 50% (ICsp) a formacdo do radical
DPPH'. Além deste parAmetro, também consta na tabela a curva analitica obtida no ensaio para cada
composto avaliado, onde: %I — percentual de inibi¢do; a — coeficiente angular; C,o — concentragdo do
composto; b — coeficiente linear. O coeficiente de correlacéo linear (r) foi calculado com o objetivo de
se avaliar o comportamento linear de cada ponto em fun¢do da distribui¢dao dos pontos que geraram a
curva analitica de cada composto.
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5.1.2 Capacidade de Sequestrar o Radical ABTS ™"

Na sequéncia, realizou-se o ensaio da avaliacdo da capacidade de cada derivado

sequestrar o radical ABTS ™. Diferentemente dos resultados apresentados anteriormente, todos
os derivados testados apresentaram efeito antioxidante para o radical ABTS™". Dentre os
derivados, destacam-se o PA83 e o LQMO1 (ICsppags = 8,52 pg-mL'l; ICsonomor = 7,50
pg-mL'l) que apresentaram os melhores resultados, sendo comparaveis ou ligeiramente
melhores que o trolox (ICsy/rrolox = 10,47 ug-mL'l) (Tabela 2). No entanto, nenhum deles foi
melhor que a aminoguanidina e a quercetina (ICspjag = 5,49 pg-mL'l; ICs0/Quercetina = 2,03
u g-mL'l), sendo este ultimo o composto que apresentou uma capacidade de inibir a formacao
do radical ABTS™ extremamente elevada. Embora o derivado LQMO3 tenha demonstrado
alguma capacidade sequestradora, este foi o que apresentou o resultado menos expressivo
(ICsorLmos = 27,00 pg-mL™).

+

Tabela 2 - Efeitos dos Derivados naCapacidade de Sequestrar o Radical ABTS’

ABTS*"
Compostos Faixa Linear Curva Analitica R IC;,
(ug mL™) %I =aCho+b (ug mL")
Quercetina 0,5-3,0 %I =25,60 (£1,12)Cro— 1,99 (£2,18) 0,9962 2,03
Trolox 1,0 - 20,0 %I = 4,59 (£0,17)Cao + 1,92 (£0,54) 0,9973 10,47
Aminoguanidina 1,0 -10,0 %I = 8,79 (£0,40)Cro + 1,70(£2,24) 0,9917 5,49
PAS83 1,0-15,0 %I = 6,10 (£0,17)Cpr0—1,99 (£1,59) 0,9987 8,52
LQMO1 1,0 - 20,0 %I = 6,95 (£0,21)Cpo — 2,15(%1,68) 0,9975 7,50
LQMO3 5,0 - 100,0 %I = 1,06 (£0,11)Cpo — 21,38 (£3,75) 0,9892 27,00

Fonte: Autor, 2016.

Nota - O trolox e a quercetina foram utilizados como controles positivos/padrdes. Os resultados sdo
apresentados como a concentracio (ug-mL™) capaz de inibir em 50% (ICsy) a formagdo do radical
ABTS®". Além deste parimetro, também consta na tabela a curva analitica obtida no ensaio para cada
composto avaliado, onde: %I — percentual de inibi¢do; a — coeficiente angular; Coo — concentragdo do
composto; b — coeficiente linear. O coeficiente de correlacdo linear (r) foi calculado com o objetivo de
se avaliar o comportamento linear de cada ponto em fun¢do da distribui¢dao dos pontos que geraram a
curva analitica de cada composto.

5.1.3 Sequestro de Oxido Nitrico (‘'NO)

Avaliacdo da capacidade de sequestrar o radical ‘NO foi realizada através do método
indireto de Griess (FOX, 1979). De acordo com os resultados obtidos, foi observado que

dentre os derivados testados, o PA 83 apresentou o melhor resultado sobre o sequestro do

radical’'NO, reduzindo em até 38% a producdo de nitrito (NO, ) em relagdo ao tempo zero
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(Tp). Quando comparado a condi¢@o controle (Branco da Amostra), houve uma reducio de
23,5% na formacdo de NO, ao final de 150 minutos(Figura 24). Os derivados LQMOI e

LQMO03 demonstraram capacidades similares de sequestrar o ‘NO, com variagdo em relacdo

ao tempo zero de apenas 7,83% e 6,48%, respectivamente. Quando comparados a condi¢do
controle, o LQMO1 reduziu a formacao de NO, em 4,52%, enquanto o LQMO3 reduziu em

7,31%, podendo-se considerar estes resultados como ndo significativo. O trolox e a quercetina

(controles positivos), apresentaram os melhores resultados como compostos antioxidantes, de
forma que o trolox foi capaz de reduzir a producio de NO, em até 73,3% quando comparado
ao tempo zero. Em relacdo a condicdo controle, o trolox demonstrou uma eficiéncia de até
55,9% em diminuir a formacdo de NO, . A quercetina, por sua vez, reduziu em 18,20% a

producdo de nitrito em relacdo ao tempo zero. Quanto a reducdo comparada a condig¢do
controle, foi capaz de inibir a formagao de nitrito em 25,4%. Dessa forma, dentre os derivados
testados, destaca-se o PA83 como o melhor sequestrador de radical 'NO. No entanto, ndo

podese equiparar com a capacidade do trolox que foi capaz de reduzir em mais de 55% a

producio de NO, (Figura 24).

Figura 24 - Capacidade de Sequestrar o Radical ‘'NO
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Fonte: Autor, 2016. empo (minutos)
Nota —Osderivados PA83, LQMO1 e LQMO03(400 pg-L")foram utilizados para avaliacio da
capacidade de sequestrar o radical "NO. O trolox e a quercetina(400 pg-L™")foram utilizados como
controles positivos. Os resultados sdo apresentados como percentual (%) de alteracdo da absorbéncia
(A=700 nm) de uma solu¢@o padrdo (Branco da Amostra), a qual continha dgua deionizada ao invés
dos derivados econtroles positivos. O nitrito (NO,’) foi o produto reacional mensurado no ensaio, de
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forma que a concentracdo de ‘NO é considerada diretamente proporcional a concentragdo de nitrito.
Sendo assim, este ensaio corresponde a um método de estimativa indireta do radical ‘NO.

5.14 Capacidade de Sequestrar o Per6xido de Hidrogénio (H,0,)

Os derivados, juntamente com os controles positivos, foram submetidos a avaliacdo da
capacidade de sequestrar ou neutralizar o per6éxido de hidrogénio. Dentre os derivados
testados, o PA83 apresentou uma capacidade de sequestrar o H,O, extremamente elevada,
reduzindo em até 87,90% a quantidade do radical. A capacidade antioxidante do derivado
PAS83 s6 nao foi tdo boa quanto a do trolox, que reduziu totalmente a quantidade de H,O,
(Figura 25). A aminoguanidina se apresentou com capacidade de reduzir o HO, melhor que o

derivado LQM 03 e a quercetina (57,6%; 39,5% e 36,0%, respectivamente).

Figura 25 - Capacidade de Sequestrar o Radical H,0,
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Fonte: Autor, 2016.

Nota — Avaliacdo da capacidade de sequestrar ou neutralizar o peroxido de hidrogénio. Os resultados
sdo apresentados como quantidade percentual de per6xido de hidrogénio em relacdo ao padrdo/branco
da amostra. O trolox e a quercetina foram utilizados como controles positivos.
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5.2 Avaliacao da Capacidade Antiglicante dos Derivados Aminoguanidinicos

A avaliacdo da capacidade antiglicante foi realizada com o objetivo de verificar o
potencial dos derivados inibir a formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs).
Nesse sentido, de acordo com os resultados, observou-se que nas primeiras 24 horas apds a
incubacdo dos derivados e da aminoguanidina (AG; controle positivo) com solu¢@o contendo
Albumina Sérica Bovina (BSA -Bovine Serum Albumin) e glicose, o derivado LQMO03 foi o
que apresentou o melhor resultado,sendo capaz de inibir em até 58,60%1,5% a formagao de
AGE (p<0,001 vs AG). No entanto, os demais compostos apresentaram capacidade de inibir a
formacdo de AGE abaixo de 40% nas primeiras 24 horas, sendo a capacidade dos derivados
PA83 (I%pagz = 29,9+4.2%; p<0,05) e LQMOl (I%iomoi= 19,6¥2,4%; ~ p<0,001)
significativamente mais baixa que a capacidade da aminoguanidina (I%ac = 34,3%1,1%)

(Figura 26).

Figura 26-Efeitos dos Derivados na Capacidade Antiglicantein vitro
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Fonte: Autor, 2016.

Nota — Avalia¢do da capacidade antiglicante dos derivados guanidinicos sdo apresentados como a
capacidade de cada composto inibir a formacdo de produtos de glicacio avancada (AGEs). Os
resultados s@o expressos como MédiazDP. ANOVA Two-Way seguido dos pds-teste de Bonferroni,
considerando-se estatisticamente significante quando p<0,05 (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs
AQG).
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Apo6s 48 e 72 horas de incubagdo, os resultados obtidos demonstram uma inversdo do
comportamento antiglicante in vitro. Nesse sentido, a capacidade antiglicante da
aminoguanidina aumentou para 50,4*1,6% em 48 horas de incubagdo, mas voltou a
359+1,2% em 72 horas de incubacdo. Mesmo assim, a capacidade antiglicante da
aminoguanidina mostrou-se mais elevada do que a capacidade dos derivados em 48 horas
(I%pagz = 21,8+2,6%; p<0,001; I%iom o1 = 12,9%2,1%; p<0,001; I%iomos = 38,3%2,0%;
p<0,001) e 72 horas (I%pas3 = 10,2+2,1%; p<0,001; I%p.omo1 = 0,4%3,3%; p<0,001; 1%;1.omo3
= 19,3+2,5%; p<0,001) de incubacdo (Figura 26). Dentre os derivados, o LQMO3 foi o que
apresentou a melhor capacidade antiglicante em todas as condi¢des temporais de incubagao,

embora tenha se observado uma diminui¢do da sua capacidade em funcdo do tempo.

5.3 Efeitos in vivodosDerivados Aminoguanidinicos
5.3.1 Peso Corporal e Pardmetros Morfologicos Cardiacos

Ap6s os ensaios de avaliagdo da capacidade antioxidante in vitrodos derivados
guanidinicos, ratos Wistarmachos foram submetidos a indug¢do de hipertrofia cardiaca e,
concomitantemente, tratados com aminoguanidina e os derivados PA83, LQMO1 e LQMO3.
Nesse sentido, apos15 dias de tratamento, foi possivel observar que o grupo ISO+PA83(50
mg/kg) apresentou um peso corporal significativamente menor quando comparado aos grupos
CT, ISO+AG (50 mg/kg) e ISO+LQMO3 (10 mg/kg) (Figura 27). Quanto aos demais grupos
tratados, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os mesmos.

Quanto aos parametros morfologicos cardiacos, a inducdo da hipertrofia cardiaca
(grupo ISO) resultou em um aumento estatisticamente significante do peso cardiaco total
quando comparado ao grupo CT(1,064 + 0,125 g vs1,533 £ 0,116 g, respectivamente,
“**p<0,0001). O tratamento com aminoguanidina (50 mg/kg) ndo foi capaz de prevenir os
efeitos do isoproterenol, de forma que o peso cardiaco total do grupo ISO+AG (50 mg/kg)

sestesiesk

(1,583 £0,129 g;  p<0,0001) apresentou-se significativamente elevado quando comparado

kR

ao grupo CT. Enquanto os derivados PA 83 ( p<0,0001), LOQM 01 (**p<0,0001;

stesfesksk

p<0,0001) e LQM 03 (na dose de 10 mg/kg) apresentaram aumento significativo no peso

seskesieok

cardiaco total, o grupo ISO+LQM 03 (30 mg/kg;  p<0,0001) ndo diferiu significativamente
do grupo CT (Figura 28-A).
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Figura 27 - Efeitos dos Derivados AminoguanidinicosSobre o Peso Corporal
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Fonte: Autor, 2016.

Nota — Avaliacdo dos efeitos do tratamento com os derivados guanidinicos sobre o peso corporal.
Grupo Controle (CT, n = 12), grupo Isoproterenol (ISO, n = 8), grupo Isoproterenol+Aminoguanidina
(50 mg/kg) (ISO+AG, n = 12; tratados com 50 mg/kg), grupo Isoproterenol+PA83 (50 mg/kg)
(ISO+PAS83, n = 7; tratados com 50 mg/kg), grupo Isoproterenol+LQMO1 (10 mg/kg) (ISO+LQMO1,
n = 8§; tratados com 10 mg/kg), grupos Isoproterenol+LQMO1 (20 mg/kg) (ISO+LQMOI1, n = 5;
tratados com 20 mg/kg), grupo Isoproterenol+LQMO3 (10 mg/kg) (ISO+LQMO3, n = §; tratados com
10 mg/kg) e grupo Isoproterenol+LQMO3 (30 mg/kg) (ISO+LQMO3, n = 6; tratados com 30 mg/kg).
Os resultados sdo apresentados como Média+DP. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov. ANOVA One-Way seguido do pods-teste de Bonferroni para multiplas
comparacdes. Considerou-se estatisticamente significante quando p<0,05 ('p<0,05 vs CT; “p<0,01 vs
ISO+PAS83 (50 mg/kg)).

Quando avaliado o peso do ventriculo esquerdo, observou-se que apenas 0s grupos
ISO (1,085+0,083g; ~p<0,0001), ISO+AG (50 mg/kg) (1,047+0,123g;""p<0,0001) e
ISO+LQM 03 (10 mgkg) (1,071+0,058g;" p<0,0001) apresentaram um aumento
estatisticamente significante quando comparado ao grupo CT (0,740+0,088g). No entanto, o
peso do ventriculo esquerdo dos grupos ISO+PA 83 (50 mg/kg; 1,014+0,232¢g), [ISO+LQMO1
(10 e 20 mg/kg; 0,988+0,036g e 0,976+0,051g, respectivamente) e ISO+LQM 03 (30 mg/kg;

0,912+0,023g) nao diferiu significantemente do grupo CT (Figura 28-B).
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Figura 28-Efeitos dos Derivados Sobre o Peso Cardiaco Total e Peso do Ventriculo Esquerdo
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Fonte: Autor, 2016.

Nota — Avaliacdo dos efeitos dos tratamentos com derivados guanidinicos sobre: A) Peso Cardiaco e
B) Peso do Ventriculo Esquerdo de ratos sob a indu¢@o de hipertrofia cardiaca. Grupo Controle (CT, n
= 12), grupo Isoproterenol (ISO, n = 8), grupo Isoproterenol+Aminoguanidina (50 mg/kg) (ISO+AG,
n = 12; tratados com 50 mg/kg), grupo Isoproterenol+PA83 (50 mg/kg) (ISO+PAS83, n = 7; tratados
com 50 mg/kg), grupo Isoproterenol+LQMO1 (10 mg/kg) (ISO+LQMO1, n = 8; tratados com 10
mg/kg), grupos Isoproterenol+LQMO1 (20 mg/kg) (ISO+LQMO1, n = §; tratados com 20 mg/kg),
grupo Isoproterenol+LQMO03 (10 mg/kg) (ISO+LQMO3, n = 8; tratados com 10 mg/kg) e grupo
Isoproterenol+LQMO3 (30 mg/kg) (ISO+LQMO3, n = 6; tratados com 30 mg/kg). Os dados,
apresentados como Média+DP, foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.
ANOVA One-Way e Kruskal-Wallis seguidos dos p6s-testes de Bonferroni e de Dunn para multiplas
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comparacdes. Considerou-se estatisticamente significante quando p<0,05 ("p<0,01 vs CT; "p<0,001
vs CT; "p<0,0001 vs CT).

A razao entre peso cardiaco e peso corporal (PCard/PCorp) e a razdo entre peso do
ventriculo esquerdo e peso corporal (PVE/PCorp) foram utilizadas como indices de
hipertrofia cardiaca (MAULIK et al., 2012; DAI et al., 2014). De acordo com os resultados
obtidos (Figura 29-A), a razio PCard/PCorp dos grupos ISO (5,17£0,43 mg-g™;
"p<0,0001), ISO+AG (50 mg/kg; 5,41+0,37 mg-g; ~ p<0,0001), ISO+PA83 (50 mg/kg;
6,18+0,88 mg-g™'; “p<0,0001), ISO+LQMO1 (10 e 20 mg/kg; 5,15+0,22 mg-g" e 5,09+0,19
mg-g”, respectivamente;p<0,0001), ISO+LQMO03 (10 mgkg; 5,07+0,25 mg-g';
“p<0,0001) e ISO+LQMO3 (30 mg/kg; 4,59+0,29 mg-g'; “p<0,01) apresentou-se
significantemente mais elevada quando comparada a razdo PCard/PCorp do grupo CT
(3,76+0,17 mg-kg™). Embora a razdo PCard/PCorp do grupo ISO+LQMO3 (30 mg/kg) tenha
sido estatisticamente significante maior que o grupo CT, o tratamento com o derivado
LQMO3 foi capaz de atenuar o efeito hipertréfico do isoproterenol (Figura 29-A). Além disso,
o grupo ISO+LQMO3 (30 mg/kg; *p<0,01) apresentou a razio PCard/PCorp menor que o
grupo ISO+AG (50 mg/kg). De modo contrario, o grupo ISO+PA83 (50 mg/kg) obteve uma
razdo PCard/PCorp mais elevada em comparacdo com todos os demais grupos.

Ao se analisar os resultados da razdo PVE/PCorp, foi percebido uma semelhanca com
os resultados descritos anteriormente, de modo que os grupos ISO (3,50+0,24 mg-g;
“p<0,0001), ISO+AG (50 mg/kg; 3,58+0,32 mg-g"; “p<0,0001), ISO+PA83 (50 mg/kg;
3,99+0,42 mg-g'; “p<0,0001), ISO+LQMO1 (10 e 20 mgkg; 3,47+097 mgg
1 7p<0,0001), ISO+LQMO3 (10 mg/kg; 3,60+0,16 mg-g™'; “p<0,0001) e ISO+LQMO3 (30
mg/kg; 3,22+0,25 mg-kg ™', “p<0,01)apresentaram a razio PVE/PCorp significantemente mais
elevada quando comparada aogrupo CT (2,61i0,12mg'kg'1). Os gruposISO+LQMOT1 (10 e 20
mg/kg; p<0,05) e ISO+LQMO3 (30 mg/kg; "p<0,0001) apresentou uma redugao significante
da razdo PVE/PCorp em relagdo ao grupo ISO+PA83 (50 mg/kg)(Figura 29-B).
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Figura 29-Efeitos dos Derivados Sobre os Indices de Hipertrofia Cardiaca
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Fonte: Autor, 2016.

Nota — Avaliacdo dos efeitos dos tratamentos com derivados guanidinicos sobre: A) Razdo entre Peso
Cardiaco e Peso Corporal (PCard/PCorp); e B) Razdo entre Peso do Ventriculo Esquerdo e Peso
Corporal (PVE/PCorp) de ratos sob a indugdo de hipertrofia cardiaca. Grupo Controle (CT, n = 12),
grupo Isoproterenol (ISO, n = 8), grupo Isoproterenol+Aminoguanidina (50 mg/kg) ISO+AG, n = 12;
tratados com 50 mg/kg), grupo Isoproterenol+PA 83 (50 mg/kg) (ISO+PA 83, n = 7; tratados com 50
mg/kg), grupo Isoproterenol+LQM 01 (10 mg/kg) (ISO+LQM 01, n = 8; tratados com 10 mg/kg),
grupos Isoproterenol+LQM 01 (20 mg/kg) (ISO+LQM 01, n = 5; tratados com 20 mg/kg), grupo
Isoproterenol+LQM 03 (10 mg/kg) (ISO+LQM 03, n = 8§; tratados com 10 mg/kg) e grupo
Isoproterenol+LQM 03 (30 mg/kg) (ISO+LQM 03, n = 6; tratados com 30 mg/kg). Os dados sdo
apresentados como MédiaxDP e foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.
ANOVA One-Way seguidos do pos-teste de Bonferroni para miltiplas comparacdes. Considerou-se
estatisticamente significante quando p<0,05 (**p<0,01 vs CT; ****p<0,0001 vs CT; ##p<0,01 Vs
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ISO+AG (50 mg/kg); #¥p<0,001 vs ISO; 'p<0,05 vs ISO+PA 83 (50 mg/kg); "p<0,001 vs ISO+PA 83
(50 mg/kg) e ""p<0,0001 vs ISO+PA 83 (50 mg/kg))

5.3.2 Analise da Area Total dos Midcitos Cardiacos

Para avaliacdo da area total dos midcitos cardiacos, amostras de cortes do miocardio
foram coradas através do método de hematoxilina & eosina e, em seguida, as micrografias
obtidas foram utilizadas para mensuracdo da éarea total de cardiomiécitos (MAULIK et al.,
2012). De acordo com os resultados obtidos, a estimulagcdo f-adrenérgica com isoproterenol
(7 mg/kg) durante 15 dias resultou num aumento significantede, aproximadamente, 30,0% na
area total dos cardiomidcitos quando comparado ao grupo controle (Figura 30-A). Nem o
tratamento com aminoguanidina (50 mg/kg) ou com o derivado LQMO3 (30 mg/kg) foi capaz
de evitar a elevacdo significativa na area total dos cardiomidcitos. Surpreendentemente, foi
possivel perceber que ambos os tratamentos potencializaram os efeitos hipertréficos do
isoproterenol, resultando em, aproximadamente, 57,0% para o grupo ISO+AG (50 mg/kg;
##p<0,0001) e 53,6% para o grupo ISO+LQMO03(30 mg/kg; **p<0,0001) quando
comparados ao grupo controle (Figura 30-A). No entanto, o grupo ISO+LQMO03 (30mg/kg)
apresentou uma modesta e significativa reducdo da area total dos cardiomidcitos quando

comparado ao grupo ISO+AG (50mg/kg; “p<0,01).
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Figura 30-Efeitos dos Tratamentos Sobre a Area Total dos Midcitos Cardiacos
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Fonte: Autor, 2017.

Nota — Avaliagdo da area total dos cardiomidcitos em cortes transversais. A) variacdo percentual da
area total dos midcitos cardiacos em relacdo ao grupo controle (CT); B) micrografia representativa da
coloracdo de hematoxilina & eosina de cada grupo tratado. Grupo Controle (CT, n = 4 animais), grupo
Isoproterenol (ISO, n = 4 animais), Isoproterenol+Aminoguanidina (50 mg/kg) (ISO+AG (50 mg/kg),
n = 4 animais) e grupo Isoproterenol+LQMO03 (30 mg/kg) (ISO+LQMO03 (30 mg/kg), n = 4 animais).
Os dados sao apresentados como MédiatDP e foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, utilizou-se ANOVA One-Way seguido do pds-teste de Bonferroni
para mmiltiplas compara¢des. Considerou-se estatisticamente significantemente quando p<0,05

stk

("p<0,0001vs CT; #*p<0,0001 vsISO; “p<0,01 vs ISO+AG (50 mg/kg)).
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533 Deposi¢ao de Colageno Total

A deposicao de colagenofoi avaliada nos grupos CT, ISO, ISO+AG (50 mg/kg) e
ISO+LQMO3 (30 mg/kg) através do método de Gomori (1950). De acordo com os resultados
obtidos (Figura 31), foi possivel observar que a indu¢do da hipertrofia cardiaca no grupo ISO
promoveu aumento da deposi¢do de colageno no miocardio em torno de 165,4% em relacdo
ao grupo CT (*p<0,05). Ao avaliar se a aminoguanidina e o derivado LQMO3 seriam capazes
de reverter ou prevenir os efeitos do isoproterenol na deposicdo de coldgeno no miocardio,
constatou-se que no grupo ISO+AG (50 mg/kg) houve elevacao significante na deposicao de
colageno de, aproximadamente 158,7% (*p<0,05), enquanto que no grupo ISO+LQMO3 (30
mg/kg) o acréscimo em relagdo ao grupo CT foi de 240,6% (****p<0,0001) que também foi
estatisticamente significante para os grupos ISO (*p<0,01) e ISO+AG (50 mg/kg."*p<0,001).

A deposicdo de coldgeno também foi avaliada no tecido hepéatico. De acordo com os
resultados obtidos (Figura 32), a inducdo da hipertrofia resultou em aumento de 195,6% na
quantidade de colageno hepatico em relagdo ao grupo CT. No entanto, essa elevacdo nao foi
considerada estatisticamente significante (p>0,05). O tratamento com aminoguanidina
(ISO+AG (50mg/kg)) correspondeu a 62,6% da deposi¢ao de colageno do grupo CT. Embora
ndo tenha sido significante (p>0,05), o resultado caracterizou uma redu¢do da quantidade de
colageno no tecido hepatico em relacio aos grupos CT (37,4%) e ISO (67,9%).
Diferentemente, o tratamento com o derivado LQM 03 (30 mg/kg) elevou em
aproximadamente 12 vezes a quantidade de coldgeno no tecido hepatico, diferindo

significantemente dos grupos CT, ISO e ISO+AG (" p<0,0001)(Figura 32).
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Figura 31-Efeitos dos Tratamentos Sobre a Deposicao de Colageno Total no Miocardio
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Fonte: Autor, 2017.

Nota — Avaliacdo da deposicao de colageno total no tecido cardiaco através do método de coloragdo de
Gomori. A) varia¢do percentual da densidade da coloracdo especifica para o colageno total em relagdao
ao grupo CT; B) micrografia representativa de cada grupo tratado. Grupo Controle (CT, n=5 animais),
grupo Isoproterenol (ISO, n = 5 animais), Isoproterenol+Aminoguanidina (50 mg/kg) (ISO+AG (50
mg/kg), n = 5 animais) e grupo Isoproterenol+LQMO03 (30 mg/kg) (ISO+LQMO03 (30 mg/kg), n = 6
animais). Os dados sdo apresentados como MédiazEPM e foram submetidos ao teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov. ANOVA One-Way seguido do pods-teste de Bonferroni para multiplas
comparacdes. Considerou-se estatisticamente significante quando p<0,05 ('p<0,05 vs CT;
“p<0,0001 vs CT; #p<0,01 vs ISO+LQMO3 (30 mg/kg); “p<0,001 vs ISO+LQMO3 (30 mg/kg).
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Figura 32-Efeitos dos Tratamentos Sobre a Deposicao de Colageno Total no Tecido Hepatico
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Fonte: Autor, 2017.

Nota — Avaliacdo da deposicdo de colageno total no tecido hepatico através do método de coloracéo de
Gomori. A) variacdo percentual da densidade da coloracdo especifica para o colageno total em relagdo
ao grupo CT; B) micrografia representativa de cada grupo tratado. Grupo Controle (CT, n = 5
animais), grupo Isoproterenol (ISO, n = 5 animais), Isoproterenol+Aminoguanidina (50 mg/kg)
(ISO+AG (50 mg/kg), n = 5 animais) e grupo Isoproterenol+LQMO03 (30 mg/kg) (ISO+LQMO03 (30
mg/kg), n = 6 animais). Os dados sdo apresentados como Média+tEPM e foram submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. ANOVA One-Way seguidos do pds-teste de Bonferroni para
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multiplas comparacdes. Considerou-se estatisticamente significante quando p<0,05 ( p<0,0001 vs
ISO+LQMO3 (30 mg/kg)).

5.4 Docking Molecular

Um dos principais mecanismos de modulacdo da sintese de coligeno na matriz
extracelular € a ativacdo/inativacdo de metaloproteases de matriz (MMP). Nesse sentido, com
o objetivo de tracar uma possivel via molecular de explica¢do para os resultados encontrados
com o tratamento in vivo, decidiu-se realizar simulacdo de interacado molecular das isoformas
MMP-2 e MMP-9 e todos os compostos utilizados através do método de docking molecular.

Apo6s as andlises das variagOes das energias livres (E) de ligacdo foi verificado que
dentre os compostos derivados aminoguanidinicos, o PA 83 pode ser considerado o mais
potente para os alvos proteicos estudados, apresentando maior afinidade pelos sitios
cataliticos das isoformas MMP-2 (PDB: 1HOV/IQIB; -8,0 kcal-mol” e -8,9 kcal-mol™,
respectivamente) e MMP-9 (PDB: 1GKC/IGKD; -6,9 kcal-mol' e -9,1 kcal-mol”,
respectivamente) (Tabela 3Tabela 4).Também foi observado que dentre os derivados, o PA 83
apresentou a afinidade mais elevada pelo dominio regulatério hemopexina do alvo proteico
MMP-9 (PDB: 1ITV; -7,8 kcal-mol'l) (Tabela 4). No entanto, quanto ao dominio hemopexina
do alvo MMP-2 (1IRTG), todos os compostos derivados da aminoguanidina apresentaram
variagOes das energias livres praticamente iguais, podendo se considerar como equivalentes

(Tabela 3).

Tabela 3 - Avaliacio da afinidade da aminoguanidina e seus derivados com os dominios
hemopexina e catalitico da MMP-2

MMP-2
Dominio Hemopexina (E) Dominio Catalitico (E)
Compostos

1IRTG 1HOV 1QIB

Aminoguanidina -4,3 -4,0 -4,2
PA 83 -1,3 -8,0 -8,9
LQM 01 -7,3 -7.4 -8,6
LQM 03 -7.4 -6,6 -8,4

Fonte: Autor, 2017.

Nota - A afinidade da aminoguanidina e seus compostos derivados com a isoforma MMP-2 foi
avaliada a partir da variacdo da energia livre de ligacio (E; kcal-mol”) dos compostos com os alvos
proteicos (PDB): 1RTG (dominio hemopexina) e IHOV/1QIB (dominios cataliticos).



95

Quanto aos compostos LQM 01 e LQM 03, estes podem ser considerados como
equivalentes para todos os alvos, sendo a maior diferenca observada para o dominio catalitico
1IGKD da MMP-9 (Tabela 4). Quando comparados aos efeitos da complexacdo da
aminoguanidina (AG) com os mesmos alvos proteicos citados foi constatado que todos os
compostos derivados testados apresentaram maior afinidade pelos alvos do que a AG (Tabela

3 eTabela 4).

Tabela 4 - Avaliacdo da afinidade da aminoguanidina e seus derivados com os dominios
hemopexina e catalitico da MMP-9

MMP-9
Compostos Dominio Hemopexina (E) Dominio Catalitico (E)
1TV 1GKC 1GKD
Aminoguanidina 45 44 45
PA 83 78 6.9 o1
LQM 01 75 6.6 o1
LQM 03 7.0 6.4 87

Fonte: Autor, 2017.

Nota - A afinidade da aminoguanidina e seus compostos derivados com a isoforma MMP-9 foi
avaliada a partir da variacdo da energia livre de ligacio (E; kcal-mol™) dos compostos com os alvos
proteicos (PDB): 1ITV (dominio hemopexin) e 1GKC/1GKD (dominios cataliticos).

Na sequéncia, foi realizada a andlise das interacdes observadas entre a
aminoguanidina, bem como os seus derivados (PA 83, LQM 01 e LQM 03), com o ligante co-
cristalizado para o alvo proteico 1HOV (Figura 33A) (os demais alvos considerados nao
apresentam ligante co-cristalizado). E possivel verificar que o ligante co-cristalizado (E = -4,3
kcal-mol™) interage com 14 residuos de aminoacidos. Ao avaliar os compostos complexados
com o alvo proteico, observou-se que todos os possiveis ligantes interagem com o residuo
His120. Este resultado sugere que o residuo mencionado nao € considerado critico para a
atividade do alvo IHOV. Ao analisar o melhor composto PA 83, observa-se que este € capaz
de interagir com 6 residuos dos 14(Figura 33-C). O derivado intermediério (LQM 01) e o pior
ligante (AG) interagem com 4 dos 14 aminoécidos (Figura 33-D e B). Além disso, observou-
se que o residuo Thr143 estd presente nas interacdes de todos os compostos estudados com o
alvo 1THOV, exceto o composto PA 83 (Figura 33-C). Assim, pode-se sugerir que a interacao
com este residuo é responsavel pela modulacio da atividade bioldgica do alvo 1HOV, dessa

forma, podendo ser considerado como critico.



Figura 33 - Representacao das Interacoes Moleculares
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Nota — Simulacdes das interacdes entre os residuos do dominio catalitico do alvo MMP-2 (PDB:

1HOV) e os compostos derivados da aminoguanidina.

A) ligante co-cristalizado com a

aminoguanidina e seus derivados; B) interacdo da aminoguanidina com os residuos do dominio
catalitico do alvo; C) interacdo do derivado PA 83 com os residuos do dominio catalitico do alvo; D)
interacdo do derivado LQM 01 com os residuos do dominio catalitico do alvo; E) interacdo do
derivado LQM 03 com os residuos do dominio catalitico do alvo.
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Por fim, pode-se inferir que a ciclizacio da regido terminal da aminoguanidina (PA83)
favorece o nimero de interacdes no sitio catalitico, uma vez que esta possibilita um maior
nimero de interacdes Van der Waals e/ou hidrofébicas. Ademais, as ligacdes de hidrogénio
sugerem uma estabilidade maior na formac¢do do complexo ligante/macromolécula. Nesse
sentido, € possivel observar que o derivado PA 83 realiza duas ligacdes de H, porém os
ligantes LQM 01 e AG realizam apenas uma. Neste ultimo caso, acredita-se que fatores
relacionados ao volume estérico e planaridade do esqueleto quimico estejam influenciando a
energia livre de ligacdo (E). Por fim, observa-se que o derivado LQM 03 nio realiza nenhuma

ligacdo de hidrogénio, reduzindo sua afinidade, quando comparado com o LQM 01.



98

6 DISCUSSAO

A aminoguanidina e seus derivados hé bastante tempo sdo alvos de estudos a respeito
de seus efeitos farmacoldgicos relacionados a protecdo contra as injdriascardiometabdlicas
desencadeadas pelo diabetes mellitus(NENNA et al.,, 2015). Dentre os principais efeitos
protetores, destaca-se a sua capacidade antiglicante(VASAN et al., 2001;THORNALLEY,
2003)que favorece a prevengdo de resultados adversos causados pelos AGEs, tais como
formacdo de placa aterosclerotica(SAKATA et al., 1995),disfuncdo diastdlica ventricular
esquerda (BERG et al., 1999) e endotelial (GAO et al., 2008). Nesse sentido, estudos
demonstraram que o tratamento com aminoguanidina foi capaz de prevenir a deterioracdo da
complacéncia miocardica (NORTON et al., 1996), a hipertrofia cardiaca(CHANG et al.,
2006) e a fibrose miocardica induzida pelo diabetes em ratos(VADLA; VELLAICHAMY,
2012). Diante do exposto, avaliamos a capacidade antiglicante e antioxidante in vitro de
derivados aminoguanidinicos e investigamos os seus efeitos na hipertrofia cardiaca induzida
por isoproterenol em ratos.

Os principais resultados obtidos mostram que dentre os derivados aminoguanidinicos
testados, o PA 83 foi o que apresentou os melhores resultados para capacidade antioxidante in
vitro. Além do PA 83, o derivado LQM 01 também demonstrou boa capacidade de neutralizar

espécies reativas, melhor até que a aminoguanidina, uma vez que esta ndo apresentou
capacidade antioxidante para o ensaio analitico da capacidade de sequestrar o radical DPPH’
(Tabela 1). Semelhantemente a aminoguanidina, o derivado LQM 03 também ndo apresentou
capacidade de sequestrar o radical DPPH. Quanto a capacidade de sequestrar o radical

ABTS™, a aminoguanidina foi a melhor substincia antioxidante quando comparada aos
derivados aminoguanidinicos(Tabela 2). O composto PA 83 foi o derivado que apresentou o
melhor resultado para o sequestro de ‘NO (Figura 24) e H,O, (Figura 25).

Os resultados obtidos sugerem uma relevancia da estrutura molecular quanto a
capacidade antioxidante in vitro dos derivados aminoguanidinicos testados. O derivado PA 83
€, estruturalmente, um composto organico triciclico que apresenta um acoplamento indol (anel
benzénico acoplado a outro anel pirrol) interligado a um anel heterociclico pirrol, oalcaloide
imidazol (Figura 14).Semelhantemente, o composto LQM 01 também apresenta um
grupamento indol. No entanto, a substitui¢do do grupamento imidazol pelo guanidinico na
molécula LQM 01 ndo preservou a capacidade antioxidante por completo, uma vez que este

derivado ndo apresentou os mesmos resultados para os ensaios de sequestro de 'NO e H,O,. A
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substituicdo do grupamento indol da molécula LQM 01 por um grupamento cianofenil,
originando a molécula LQM 03, reduziu a capacidade antioxidante in vitro da substancia.
Estes achados sugerem que a conjugacdo dos grupamentos indol e imidazol na estrutura da
molécula foi capaz de melhorar o comportamento antioxidante do derivado PA 83.

Isoladamente, derivados e/ou precursores destes compostos organicos tém apresentado
diversos efeitos bioldgicos, destacando-se o indol-3 carbinol (I3C) que t€ém sido utilizado
como antitumoraOGANESIAN et al, 1997,AGGARWAL; ICHIKAWA, 2005;
MOISEEVA et al., 2006;ADWAS et al., 2016) eno combate a doencas autoimunes(AUBORN
et al., 2003). Compostos que apresentam o imidazol em suas estruturas também apresentam
um potencial terapéutico contra o cancer (LIU et al., 2015;XU et al., 2015), anti-inflamatério
(FERNANDES et al., 2004), antibacteriano e antifingico (AMMAR et al., 2016; MOUSSA et
al., 2016).

Uma das caracteristicas comum aos compostos que apresentam atividade antitumoral é
a capacidade antioxidante elevada, sejam eles derivadosindol ou imidazol. Um trabalho
realizado por Fatahala e colaboradores(2015) mostrou que uma série de compostos que
apresentavam em suas estruturas os grupamentos indol e pirrol, demonstram um sinergismo
entre as atividades antitumoral e antioxidante. Além do tratamento contra o cancer, alguns dos
compostos também sdo utilizados como anti-inflamatérios ndo asteroidais (NSAID;
Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs) e sido extremamente eficientes quanto a acdo
antioxidante, principalmente aqueles que contém o grupamento indol, como a indometacina
(MOUITHYS-MICKALAD et al., 2000;FERNANDES et al., 2004). No entanto, os NSAID
podem causar danos géstricos, provocando ulceras (BINDU et al., 2013; CARRASCO-POZO
et al., 2016). Com o objetivo de reverter esses efeitos adversos, Arora e colaboradores(2014)
desenvolveram derivados que preservaram as propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes
e diminuiram os danos géastricos.

Além de substancias sintéticas, alguns compostos com caracteristicas organicas que
ocorrem naturalmente, como os aminodcidos, podem apresentar o grupamento indol em suas
estruturas moleculares. Um destes compostos é oaminodcido triptofano (dcido (2S)-2-amino-
3-(1H-indol-3-il)propanéico) MANGGE et al., 2014).Assim como os compostos sintéticos
que contém o grupamento indol, o triptofano surge como uma alternativa antioxidante
enddgena (ELIAS et al., 2005), onde a configuracdo eletronica do atomo de nitrogénio no anel
pirrol (Figura 14) favorece a reatividade eletrofilica do grupamento e contribui para fungao
antioxidante da molécula(NAISMITH, 2012).Sustentando tais afirmativas, Bravo e

colaboradores (BRAVO et al.,, 2013) verificaram que uma intervencdo dietética rica em
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ingestdo de triptofano foi capaz de elevar a capacidade antioxidante e os niveis de melatonina
e serotonina de pessoas que sofriam de distirbios do sono.O papel antioxidante do triptofano
e também seus metabolitos (acido kinurénico e 4cido xanturénico) foi comprovado por Pérez-
Gonzélez e seus colaboradores (2015) queobservaramin vitro que estes compostos foram
extremamente habeis em neutralizar espécies reativas. Estes achados s@o comprovados por
uma série de outros estudos que evidenciam a elevada capacidade antioxidante tanto do
triptofano (KA et al., 2016;KIMURA; WATANABE, 2016)quanto de seus metabdlitos, como
o acido kinurénico (GENESTET et al., 2014; NAYAK; BUTTAR, 2016).

Embora a aminoguanidina ndo tenha apresentado capacidade antioxidante para o
ensaio de sequestro do radical DPPH’, muitos trabalhos tém apontado esta substincia como
uma potencial ferramenta no combate aos danos provocados por espécies reativas.Um dos
primeiros estudos a mostrar evidencias da capacidade antioxidante da aminoguanidina foi
realizado por Picard e colaboradores (1992). Neste trabalho os autores mostraram que a
substanciafoi capaz de inibir a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL - Low
Density Lipoprotein)através da sua conjugacdocom as moléculas de aldeidos reativos que
promovem as modificagdes oxidativas das LDLs. Em seguida, foi comprovado que tal
capacidade atribuida a aminoguanidina tem relacio direta com a diminui¢do da peroxidacdo
lipidica in vitro, prevenindo, dessa forma, as altera¢des oxidativas de LDLs ou outras
proteinas que tenham afinidade elevada por aldeidos reativos gerados pela
peroxidacao(SCACCINI; CHIESA; JIALAL, 1994). Como a oxidacao de LDL ¢ resultado de
uma reacdo de carbonilacio proteica, onde o grupo eletrofilico do aldeido reativo reage com
residuos de lisina presente na proteina (FRITZ; PETERSEN, 2011; CURTIS et al., 2012),
sugere-se que a funcdo antioxidante da aminoguanidina seja pelo ataque exercido pelo
grupamento guanidinico desta sobre a regido eletrofilica da cadeia carbonica do aldeido
reativo, favorecendo a neutralizacio de compostos altamente reativos oriundos da
peroxidacao lipidica(PICARD et al., 1992).

Como os aldeidos reativos sdo produtos da peroxidacdo lipidica, resultando da
acdodeespécies reativas de oxigénio (EROs) sobre os dacidos graxos poli-
insaturados(PERLUIGI et al., 2012;FRITZ; PETERSEN, 2013), as evidencias citadas
apontam para a interferéncia da aminoguanidina apenas sobre estes produtos altamente
reativos, ndo deixando claro se a aminoguanidina também poderia atuar como um scavenger
de espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio (ERNs). Nesse sentido, Yildiz e

colaboradores (1998) mostraram que a aminoguanidina também € um eficiente neutralizador



101

de radicais livres, tais como peréxido de hidrogénio (H,O,), acido hipocloroso (HOCI), OH
(radical hidroxila) e ONOQO" (peroxinitrito).Em outro estudo, embora a aminoguanidina tenha

confirmado sua eficiéncia antioxidante para o radical OH, foi comprovado in vitro que o

mesmo ndo ocorre para o anion superéxido (O;) (DOBSAK et al., 2001). Dessa forma,
mesmo que ndo tenhamos observado uma capacidade especifica da aminoguanidina
sequestrar o radical DPPH’ muitos estudos fornecem muitas evidencias da habilidade desta
substincia agir como um antioxidante, principalmente modulando a sintese de ‘NO
(GUILLON et al., 2014;LAFIONIATIS et al., 2016).

Os estudos mais atuais a respeito das propriedades antioxidantes da aminoguanidina
apontam a sua eficicia no combate aos prejuizos causados pelo estresse oxidativo em diversas
condigdes patoldgicas, tais como diabetes(GOODARZI et al., 2014; HAFEZ et al., 2015),
hipertensio (MUKOHDA et al., 2012;HUANG et al., 2013), esquizofrenia (LAFIONIATIS et
al., 2016) e doenca de Alzheimer (ANAEIGOUDARI et al., 2016).Em muitas condi¢des
patologicas, a utilizagdo da aminoguanidina como ferramenta terapéutica € relacionada com a
sua capacidade de inibir seletivamente a iNOS (MISKO et al., 1993; WOLFF; LUBESKIE,
1995), uma vez que esta enzima tem um papel relevante nos prejuizos observados em varias
situagdes adversas como o choque hemorrigico(SOLIMAN, 2013;SOLIMAN, 2014),
disfuncdo autondmica (SANGARTIT et al.,, 2016;DA CUNHA et al.,, 2017), cancer
(JAHANI-ASL; BONNI, 2013;KUMAGALI et al., 2015), resisténcia a insulina (SUGITA et
al.,, 2012) e inflamacdo (NAKAZAWA et al., 2017). Além da iNOS, a aminoguanidina
também éinibidorda atividade da enzima amino oxidase semicarbazida-sensivel (SSAO —
Semicarbazide-Sensitive Amine Oxidase)(PREVOT et al., 2007;KAZACHKOV et al.,
2007)que estd envolvida em processos citotoxicos mediados por compostos altamente
reativos, tais como formaldeido e metilglioxal, além de elevar a producdao de H,O,e amdnia
(JALKANEN; SALMI, 2001; YU et al., 2003;0°’SULLIVAN et al., 2004).Nesse sentido,
todas as evidencias apresentadas destacam a capacidade antioxidante, além da antiglicante,
como um potencial mecanismo farmacol6gico para combater diversas doengas.

Apés a avaliagdo da capacidade antioxidante, seguiu-se a andlise do potencial
antiglicante da aminoguanidina e dos derivados PA 83, LQM 01 e LQM 03. Diferentemente
dos resultados da capacidade antioxidante, o derivado LQM 03 foi o que demonstrou o
melhor perfil antiglicante, seguido pela aminoguanidina e o derivado PA 83. Os resultados
sugerem que a fusdo do grupamento 4-cianofenil-metileno ao grupamento guanidinico,

constituindo o derivado LQM 03, elevou, aproximadamente, para 60% a capacidade
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antiglicante nas primeiras 24 horas, enquanto a aminoguanidina resultou em menos de 40%
(Figura 26). Mesmo ap6s 48 horas, com a aminoguanidina apresentando melhor resultado que
o LQM 03, ndo consegue atingir a mesma capacidade de inibir a formac¢do de AGEs que o
derivado LQM 03 nas primeiras 24 horas.

A presenca da amina na molécula configura uma regido altamente reativa da
aminoguanidina, favorecendo a formac¢do de ligagdes com outras estruturas moleculares que
apresentam aldeidos e/ou cetonas como grupos funcionais(LIEBER; SMITH, 1939).Como a
sintese de AGEs envolve a formagao de ligacdes entre estes grupamentos funcionais de
carboidratos € o grupamento amino ou guanidinico de residuos de aminoédcidos de moléculas
proteicas(SINGH et al., 2014;SHARMA et al., 2015), a aminoguanidina pode interagir
diretamente com os AGEs e/ou seus intermediarios, formando ligagdes carbonil-amino,
impedindo, dessa forma,a condensagdo entre o0s compostos reativos e as
proteinas(THORNALLEY, 2003;REDDY; BEYAZ, 2006).Esta situacdo foi comprovada por
Lo e colaboradores(1994) que mostraram o efeito scavengerda aminoguanidina sobre o
metilglioxal, um composto organico que apresenta grupamentos aldeido e cetona em sua
estrutura molecular e € um dos principais intermediérios das vias de sintese de AGEs que esta
envolvido em varias condi¢cdes adversas no diabetes, como disfuncao endotelial (MUKOHDA
et al.,, 2013;CHOI et al., 2016), retinopatia(CHAN et al., 2016), osteoporose (SUH et al.,
2014), nefropatia diabética (JENSEN et al., 2016) e elevacdo da pressdo arterial via sistema
renina-angiotensina (DHAR et al., 2013;DHAR et al., 2014).Recentemente, Colzani e
colaboradores(2016) comprovaram que a aminoguanidina apresenta uma reatividade ao
metilglioxal extremamente elevada, capaz de prevenir a carbonilacdo proteica através do seu
grupamento hidrazina,regido nucleofilica que configura o ponto de reacdo com o grupamento
aldeido do metilglioxal(NIGST et al., 2012).

A melhoria na capacidade antiglicante do derivado LQM 03 observada nas 24 horas
inicias de incubag¢do, pode ser atribuida a presenca do grupamento 4-cianofenil-metileno além
do grupamento hidrazina preservado na estrutura molecular. A piridoxamina, um andlogo da
vitamina Bg, pode ser considerado um derivado fenil com varios grupamentos funcionais que
podem neutralizar eficientemente compostos carbonila, tais como o glioxal e adutos da
peroxidacao lipidica e intermediarios das via de formacdo dos AGEs(CHETYRKIN et al.,
2008;CALDES et al., 2011; COLZANI et al., 2016).A aplicabilidade da capacidade
antiglicantein vitrofoi comprovada em modelos animais de diabetes que mostraram a eficicia
da piridoxamina na prevencdo do desenvolvimento da nefropatia diabética em

camundongos(TANIMOTO et al., 2007;ABOUZED et al., 2016).
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Um fator comum entre o derivado LQM 03 e a piridoxamina € a presenca de um anel
aromatico e o grupamento amino na estrutura molecular. No entanto, diferentemente do
derivado LQM 03, o anel aromético da piridoxamina € heterociclico que favorece as reacdes
de substituicdo eletrofilica (WONG et al., 2012;BAHR; OESTREICH, 2016). Em relacio ao
anel aromatico do derivado LQM 03, este apresenta um grupo ciano (CN; C = N)em sua
estrutura, caracterizando uma regido altamente nucleofilica na molécula (TUMANOV et al.,
2007;KALGUTKAR et al., 2011). A presenga de um grupamento nucleofilico favorece a
ocorréncia de reagdes com aldeidos e cetonas que, por sua vez, sdo grupos funcionais
eletrofilicos (APPEL et al., 2013). Sendo assim, a inclusdo do grupamento 4-cianofenil na
estrutura molecular da aminoguanidina, originando o derivado LQM 03, sugere uma melhoria
na reatividade do composto, aumentando a sua capacidade de atuar como um antiglicante.

A partir dos resultados in vitro,obtidos inicialmente, gerou-se expectativa de que o
derivado PA 83 seria uma ferramenta farmacoldgica eficiente para o tratamento dos efeitos
hipertréficos do isoproterenol em ratos Wistar. No entanto, apds 15 dias de tratamento, apenas
o derivado LQM 03 na dose mais elevada (30 mg/kg) foi capaz de atenuar levemente a
hipertrofia cardiaca(Figura 29), mas provocou aumento na deposicio de coldgeno no
miocardio (Figura 31) e no tecido hepatico (Figura 32). Além disso, a aminoguanidina ndo foi
capaz de reverter os efeitos hipertroficos do isoproterenol e também ndo impediu as alteragdes
fibréticas observadas no tecido cardiaco (Figura 29).

A estimulacdo sustentada de receptores f-adrenérgicos com isoproterenol tem sido
muito utilizada como modelo de inducdo de hipertrofia cardiaca em ratos e camundongos,
resultando em vérios tipos de alteracdes morfofuncionais que podem ser consideradas como
respostas compensatorias(SCHMID et al.,, 2015;PUHL et al., 2016)ou respostas mal-
adaptativas/descompensadas(VERGARO et al., 2016;YIN et al., 2016). Quando se observa
uma progressao do status compensatério para o mal-adaptativo ou patolégico, uma série de
mecanismos de sinalizacdo intracelulares sao ativados e podem levar a ocorréncia de apoptose
de cardiomidcitos(MAJOR et al., 2015;0KADA et al., 2016) e fibrose miocardica (SAGOR
et al., 2015; YIN et al., 2016)que, por sua vez, sdoresponsiveis por promover a disfuncdo
miocardica observada na insuficiéncia cardiaca(CHIN et al., 2016).De qualquer forma, a
estimulagdo continua de receptores f-adrenérgicos através da administracdo de isoproterenol
reduz a expressdo de genes anti-hipertréficos e eleva a expressdo de muitos outros envolvidos
nas adaptacoes pro-fibroticas e pro-apoptoticasMANIVASAGAM et al., 2016;WANG et al.,
2016). Dessa forma, corroborando com estudos prévios, foi observado neste trabalho que a

utilizacdo do isoproterenol (7 mg/kg), resultou em elevacdo dos indices de hipertrofia
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cardiaca, indicando uma adaptacdo hipertréfica do miocéardio, além elevar a deposi¢do de
coldgeno cardiaco. Inesperadamente, apenas um dos derivados aminoguanidinicos utilizados
foi capaz de amenizar os efeitos hipertr6ficos do isoproterenol sobre o miocardio, mas nao
reverteu por completo estas adaptagdes.

Muitos trabalhos t€ém mostrado evidencias das aplicacOes terapéuticas de diversos
derivados da classe das guanilhidrazonas, destacando-se as propriedades anti-hipertensivas
(KOSS, 1983; KOSS et al., 1983;WILSON et al., 1986),antitumorais(PINHATTI et al., 2016;
SILVA et al.,, 2016), antivirais(JIN et al., 2015), anti-inflamatérias (WEBSKY et al.,
2013; TAKIGAWA et al., 2016) eantifﬁngicas(AJDACIC et al.,, 2016).Nesse sentido, a
aminoguanidina se destaca como um dos principais representantes das guanilhidrazonas com
diversas agodes profilaticas, sendo as complica¢des diabéticas os maiores alvos terapéuticos da
mesma (ELLIS; GOOD, 1991; HAMMES et al., 1991; NORTON et al., 1996; SOULIS et al.,
1996).

Sustentando tais evidéncias, Brownlee e colaboradores (1986) estio dentre os
primeiros a apontar a capacidade da aminoguanidina prevenir o acimulo de AGEs e, dessa
forma, reduzir a formacdo da malha de coldgeno nas paredes adrticas, contribuindo para
melhoria da elasticidade arterial. Em seguida, estes achados foram confirmados por Huijberts
e colaboradores (1993) que comprovaram os efeitos benéficos da aminoguanidina sobre a
complacéncia arterial em ratos diabéticos. Como um potente antiglicante, foi atribuido a
aminoguanidina o papel de interferir na formacao da ligag¢ao entre fibras de colageno e AGEs
e/ou intermediarios, contribuindo para manutencdo da complacéncia vascular e retardando ou
até evitando a aterosclerose decorrente do diabetes (CANTINI et al., 2001; FORBES et al.,
2004; CHANG et al., 2006a). Além de mediar positivamente 0s mecanisSmos responsiveis
pela elasticidade vascular via complexo AGEs-colageno, a aminoguanidina também pode
atenuar o comprometimento da reatividade vascular, restaurando parcialmente a func¢ado
endotelial de ratos diabéticos (BUCALA; TRACEY, 1991;0ZYAZGAN et al., 2000; OAK et
al., 2009).Embora estudos prévios tenham observado uma relacdo direta entre a participacdo
da aminoguanidina na organizacdo estrutural do tecido vascular, de forma que preserve os
parametros mecanicos envolvidos na complacéncia dos vasos, o tratamento com
aminoguanidina ndo impede o aumento da sintese do colageno vascular, mas reduz
significativamente o conteddo de AGEs, sugerindo que a fun¢do antiglicante da
aminoguanidina seja determinante para sua agao terapéutica contra as complicac¢des diabéticas

ou os prejuizos advindos da senescéncia(CORMAN et al., 1998; CHANG et al., 2006a).
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Nesse sentido, sabendo que adiabetes pode elevar a quantidade de colageno e AGEs
no miocardio(VAN HEEREBEEK et al., 2008; KARAMITSOS, 2009; TERUI et al., 2009) e
ocasionar a cardiomiopatia diabética como resultado da disfunc¢do diastdlicainstalada(MAYA;
VILLARREAL, 2010;SAKAKIBARA et al.,, 2011), constatou-se que o tratamento com
aminoguanidina é capaz de reverter as complica¢cOes cardiacas do diabetes através da redugao
da sintese de AGEs, impossibilitando a formacdo de complexos AGEs-colageno(VADLA;
VELLAICHAMY, 2012) e, dessa forma, preservando as fun¢des miocéardicas(WU et al.,
2008). Além do exposto, desde que tem se mostrado que a quantidade plasmatica de AGEs
aumenta com a progressio da idade (CAMPBELL et al, 2012; SIMM, 2013), a
aminoguanidina tem apresentado acdo cardioprotetora, impedido a hipertrofia cardiaca
quando decorrente da senescéncia(LI et al., 1996; CORMAN et al., 1998). No entanto,
quando induzida cirurgicamente,desenvolvendo sobrecarga de volume, o tratamento com
aminoguanidina ndo foi capaz de reverter a hipertrofia miocirdica, mas atenuou os prejuizos
estruturais, prevenindo a interacio AGE-coligeno, uma vez que reduziu a sintese de
AGEs(HERRMANN et al., 2003).

Tais divergéncias encontradas sugerem um efeito dependente do modelo utilizado para
induzir hipertrofia cardiaca.Como observado em nosso estudo, a aminoguanidina também nao
foi capaz de impedir a hipertrofia induzida por isoproterenol (Figura 29), mesmo em doses 2 e
3 vezes maiores do que a apresentada em nossos resultados (dados ndo apresentados). Além
disso, assim como exposto em outros trabalhos discutidos anteriormente, o tratamento com
aminoguanidina também nao reduziu a deposi¢do de coldgeno. Estes resultados sugerem que a
aminoguanidina nao interfere nos mecanismos celulares envolvidos na hipertrofia cardiaca e
na deposi¢do de coldgeno miocardico. Seria plausivel supor que o tratamento teria sucesso em
inibir a sintese de AGEs no modelo de hipertrofia cardiaca utilizado neste trabalho, uma vez
que a aminoguanidina é conhecida como um potente antiglicante (ASHRAF et al., 2015). No
entanto, como ndo foi realizado a mensuracdo tecidual de AGEs ou seus principais
intermedidrios, nao € possivel afirmar se a aminoguanidina foi capaz de reduzir a formagao de
AGEs, uma vez que a capacidade antiglicante da mesma foi comprovada (Figura 26).
Destaca-se ainda que ndo ha relatos na literatura se no modelo de hipertrofia cardiaca
induzida por isoproterenol € possivel observar aumento na sintese de AGEs. Entretanto, ha
evidencias da expressdo aumentada dos receptores para AGEs (RAGEs) em modelos de
hipertrofia cardiaca induzida por estenose aodrtica, contribuindo para elevar a fibrose, a

inflamacao e o estresse oxidativo no miocardio (LIN et al., 2016; LIU et al., 2016).
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Intrigantemente, um trabalho recente realizado por Parthasarathy e colaboradores
(2014), foi o unico a mostrar efeito positivo da aminoguanidina no modelo de hipertrofia
cardiaca induzida por isoproterenol. Os autores destacaram que o tratamento com
aminoguanidina (50 mg/kg) durante 15 dias resultou em reducdo significativa da hipertrofia
cardiaca e da sintese de coldgeno, bem como a reducdo do estresse oxidativo. Foi apontado
ainda que o efeito da aminoguanidina no modelo citado envolveu a inibi¢do da atividade das
enzimas MMP-2 e MMP-9 (MMP — Matrix Metalloproteinases), que estdo envolvidas nos
mecanismos de balango da deposicdo de colageno tecidual cardiaco(GAFFNEY et al.,
2015;VAN DOREN, 2015).Corroborando com estes achados, foi reportado em trabalho
anterior que o aumento na fibrose miocéardica induzida por isoproterenol foi prevenido pela
inibicdo da atividade das enzimas MMP-2 e MMP-9 com doxiciclina (25 mg/kg),
evidenciando um papel relevante destas enzimas nos processos de remodelamento do
miocardio (HORI et al., 2009). No entanto, o tratamento proposto pelos autores nao foi capaz
de reduzir a hipertrofia cardiaca, sugerindo que os mecanismos envolvidos nas adaptacdes
hipertréficas do miocardio e na fibrose sdo independentes no modelo de inducdo por
isoproterenol.

EmboraParthasarathy e colaboradores (2014) tenham mostrado uma afinidade
relativamente alta da aminoguanidina pelo sitio ativo das MMPs, vale destacar que a
possivelinibicdo da atividade destas enzimas tenha ocorrido em funcdo da constatacdo do
aumento da expressao de TIMP-1 e TIMP-2, os inibidores teciduais das metaloproteases
(TIMPs — Tissue Inhibitor of Metalloproteinase).Além disso, foi constatado neste
trabalho,através de estudo de docking molecular, que todos os compostos derivados
aminoguanidinicosutilizados neste trabalho apresentaram afinidade mais elevada pelas
isoformas MMP-2 e MMP-9 do que a prdépria aminoguanidina (Tabela 3 eTabela 4). A
diferenca estrutural molecular entre a aminoguanidina e seus derivados pode ser um dos
fatores que interfere na afinidade dos ligantes com as MMPs. Sustentando tal afirmativa, um
estudo recente, realizado por Song e colaboradores (2016),atribui a presenga de grupamentos
quimicos funcionais de andlogos inibidores a capacidade de inibir a MMP-2 e a MMP-9,
principalmente o grupamento indol, grupamento este que estd presente em dois (PA 83 e
LQM 01) dos trés derivados aminoguanidinicos testados neste trabalho.Nesse sentido, pode-
se inferir que a ciclizacdo da regido terminal da aminoguanidina (derivado PA 83) favorece o
numero de interacdes no sitio catalitico da MMP-2 (1IHOV), uma vez que esta possibilita um
maior nimero de interagdes Van der Waals e/ou hidrofébicas(DHANARAJ et al., 1999).

Ademais, é possivel observar que o derivado PA 83 faz duas ligacdes de hidrogénio o que
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sugerem uma estabilidade maior na formacdo do complexo ligante/macromolécula. Acredita-
se que fatores relacionados ao volume estérico e planaridade do esqueleto quimico estejam
influenciando a energia livre de ligacdo (E), uma vez que a aminoguanidina e o derivado
LQM 01 fazem apenas uma ligagao de hidrogénio. Por fim, observa-se que o LQMO03 nao
realiza nenhuma ligacdo de H, reduzindo sua afinidade, quando comparado com o LQMOI.

Além dessa similaridade, destaca-se ainda que o analogo inibidor testado por Song e
colaboradores (2016) interage com o residuo de aminoicido Thr143, o mesmo residuo que
esteve presente na interacdo de todos os derivados testados com o alvo 1HOV (dominio
catalitico da MMP-2), exceto o PA 83 (Figura 33). Assim, pode-se sugerir que a interagdo dos
ligantes com residuo Thr143¢é responsavel pela provavel reducdo da atividade biolégica, dessa
forma, podendo ser considerado como critico para a¢do das metaloproteases.Estes resultados
sugerem que a afinidade exacerbada dos compostospelas MMPs tenha a capacidade de inibi-
las, o que justificaria 0 aumento da deposicao de colageno

A relevancia das enzimas MMP2 e MMP-9 para o remodelamento cardiaco é
destacado em outros modelos animais. Horn e colaboradores (2012) relataram que em ovelhas
jovens com insuficiéncia cardiaca (IC) ocorre um acimulo acentuado de coldgeno e aumento
da atividade da enzima MMP-2, enquanto que em ovelhas idosas observou-se uma redu¢do
significativa no conteido de coldgeno. Os autores destacaram que esta divergéncia esteve
associada com uma diminui¢do da expressdo de TIMP-3 e TIMP-4, inibidores teciduais de
metaloproteases (TIMPs — Tissue Inhibitor of Metalloproteinase), e elevagio da atividade da
enzima MMP-2no miocardio de ovelhas idosas com IC. Estes resultados apontam um fator
causal para a diminui¢do do colageno miocéardico das ovelhas idosas com IC, de forma que a
expressao reduzida de TIMPs favorece o aumento da degradacido do colageno através da acdo
da MMP-2 e, dessa forma, prejudica as funcdes cardiacas. Corroborando com estes
achados,em outros trabalhos foi constatado que a inibicdo das MMPs reduz a extensdo do
dano (BENCSIK et al.,, 2014; ZHENG et al.,, 2016) e a fibrose(PERIASAMY et al.,
2011;SONG et al., 2011) em modelos de infarto miocardico.

Por fim, os resultados obtidos com o tratamento sugerem que o composto LQM 03
bem como a aminoguanidina sdo capazes de inibir a agdo enzimatica das MMPs, favorecendo
o aumento da deposi¢do de coldgeno na matriz extracelular. No entanto, a confirmagdo desta
hipotese necessita de experimentos adequados para avaliar a atividade das MMPs na presenca
dos compostos derivados aminoguanidinicos utilizados neste trabalho. Espera-se que esta
hipbtese seja testada o mais brevemente possivel a fim de responder aos questionamentos que

afloraram com os resultados obtidos.
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7 CONCLUSAO

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

Os resultados obtidos até 0 momento nos permitiram concluir que:

Dentre os derivados aminoguanidinicos, o PA 83 foi o que apresentou o melhor perfil
antioxidantein vitro;

A avaliacdo da capacidade antiglicantein vitro indicou que o derivado LQM 03 foi o
que apresentou o melhor resultado, incluindo a comparacdo com os efeitos da
aminoguanidina;

Dentre os derivados aminoguanidinicos, apenas o LQM 03 na dose de 30 mg/kg
atenuou levemente a hipertrofia cardiaca;

A aminoguanidina ndo impediu a hipertrofia cardiaca nem a fibrose miocardica;

A aminoguanidina preveniu a fibrose hepatica provocada pelo isoproterenol;

O derivado LQM 03 elevou significativamente a deposicdo de coldgeno cardiaco e
hepético;

Todos os compostos derivados aminoguanidinicos t€ém afinidades mais elevadas pelas
isoformas MMP-2 e MMP-9 do que a aminoguanidina, sendo o composto PA 83 o

mais potente dos derivados.
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