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RESUMO

A dislipidemia causada por hipertrigliceridemia e baixo HDL-C é um marcador de risco para a
progressdo da aterosclerose e doencas cardiovasculares. Os receptores PPARs sdo fatores de
transcricdo que controlam a expressao de genes envolvidos no metabolismo de lipidios e glicose. A
ativacdo de PPAR-o aumenta a expressao génica de apoAl e LPL contribuindo para 0 aumento de
HDL-C e reducdo de TG, respectivamente. Através da hibridacdo molecular entre fibratos e
resveratrol, nds planejamos e sintetizamos novos agonistas de PPAR-o. O novos compostos
hibridos ativaram os receptores PPAR-a/y na faixa de nM, com destaque para o composto (E)-2-
metil-2-(4-fenoxiestireno)propanoamida (5b). O composto 5b foi mais eficiente que o bezafibrato
(ECso= 18000nM) na ativacdo de PPARs, com valor de ECsp= 28nM para PPAR-a ¢ ECsp= 69nM
para PPAR-y. Ainda, 5b ocupou o sitio ativo de PPAR-a mostrando interagdo polar com His 440
além de ser estabilizado por interacbes hidrofobicas. Além disso, 5b aumentou o efluxo de
colesterol em macréfagos em 20% e 20,8% mediado por HDL e apoAl respectivamente. 5b ndo
mostrou valores significativos no na diferenciacdo de adipdcitos, concluindo que ndo ha acumulo de

TG no tecido adiposo, o qual € o principal efeito adverso das tiazolidinedionas.

Palavras-chave: Resveratrol. Fibratos. PPARs. Dislipidemia.
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ABSTRACT

Dyslipidemia caused by hypertriglyceridemia and low HDL-C is a marker of risk for the
progression of atherosclerosis and cardiovascular diseases. Receptors PPARs are transcription
factors that control the expression genes involved in lipid and glucose metabolism. The PPAR-a
activation increases gene expression of apoAl and LPL contributing to elevation of HDL-C and
reduction of TG. Considering, molecular hybridization between fibrates and resveratrol, we
designed and synthesized new PPAR-a agonists. The novel compounds were able to activate both
PPAR-a/y in the nM range, highlighting 5b with ECs, value of 28nM for PPAR-a and 69nM for
PPAR-y. Furthermore, 5b occupied the active site of PPAR-a showing polar interaction with His
440 and it was stabilized by hydrophobic interactions. In addition, 5b was able to remove
cholesterol from cells around 20% cholesterol efflux led by HDL and 20.8% by apoAl in
macrophages bone marrow line. Compound 5b did not show significant values in the differentiation
of adipocytes. Then, there is no accumulation of TG in adipose tissue, which is the main adverse

effect of thiazolidinediones.

Keywords: Resveratrol. Fibrates. PPARs. Dyslipidemia.
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1. INTRODUCAO

A dislipidemia é definida como uma desregulacdo dos niveis lipidicos no plasma, sendo
considerada como principal fator de risco no desenvolvimento de doencas cardiovasculares
causadas (DCV) por aterosclerose. DCV recorrente por aterosclerose como doencas isquémicas e
acidente vascular cerebral sdo lideres em causas de morte em todo o mundo (NAGHAVI et al.,
2015).

Aumento dos niveis plasmaticos de colesterol bem como elevadas concentragBes de
lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) ddo inicio ao processo de depdsito desses lipidios na
camada das artérias, conhecido como aterosclerose. Esta doenga € um processo inflamatorio que
envolve as células espumosas que se depositam na camada intima das artérias. Alem de LDL-C,
lipoproteinas ricas em triglicerideos como VLDL, IDL e quilomicrons também contribuem no
desenvolvimento de aterosclerose (LIBBY, P.; RIDKER, P. M.; HANSSON, 2011).

Diminuicdo nas concentracdes de lipoproteina de alta densidade (HDL) aceleram o
desenvolvimento de DCV. A HDL apresenta propriedade antiaterogénica porque realiza o
transporte reverso de colesterol (TRC) de tecidos e placas aterosclerdticas para depuragdo no
figado. ConcentracGes normais de HDL-C (>40mg/dL para homems e >50mg/dL para mulheres)
leva a reducdo de placa aterosclerética promovendo protecdo a eventos cardiacos (KINGWELL et
al., 2014).

Embora as estatinas sejam consideradas farmacos de primeira escolha para o tratamento da
dislipidemia, estas apresentam pouca eficacia no aumento de HDL-C e reducdo de TG.
Interessantemente, a ativacdo de receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs)
esta diretamente relacionado com o metabolismo de lipidios, principalmente na regulagcdo de TG e
HDL-C (ASCUNCE et al., 2012; TENENBAUM; FISMAN, 2012).

Os PPARs estdo envolvidos no controle do metabolismo de lipidios, da glicose e inflamagé&o.
PPAR-a expressa genes de apoAl (principal apoliproteina que constitui a estrutura de HDL) no
figado, o qual é um aceptor de colesterol durante 0 TRC. ApoAl capta colesterol através dos
transportadores ABCAL no figado e intestino para formar HDL-C. Esta lipoproteina juntamente
com apoAl também promovem efluxo de colesterol de células espumosas pelos transportes ABCAL
e ABCG1 na membrana celular de macrofagos, levando a regressdo de placa aterosclerotica
(KINGWELL et al., 2014; TENENBAUM; FISMAN, 2012).

A ativacdo de PPAR-a expressa genes de lipoproteina lipase (LPL). A LPL degrada TG de
VLDL, IDL e quilomicrons em acidos graxos livres que serdo utilizados como fonte de energia pelo

tecido muscular ou depositados no tecido adiposo na forma de TG. A aumentada atividade LPL por
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PPAR-a reduz concentragdes de TG plasmatica, diminuindo a progressao de placa aterosclerdtica e
riscos cardiovasculares. Os fibratos sdo farmacos agonistas PPAR-a disponiveis na terapéutica para
o tratamento da dislipidemia. Os fibratos reduzem concentracdes de TG e elavam HDL-C através da
expressao génica de LPL e apoAl, respectivamente (TALAYERO; SACKS, 2011; TOTH, 2016). A
busca por novas terapias capazes de aumentar a concentracdo de HDL-C plasmaético ainda é um
desafio no cenario da Quimica Farmacéutica e Medicinal, uma vez que os fibratos sdo Unicos
farmacos disponiveis para reducdo de TG e aumento de HDL-C utilizados no tratamento da
dislipidemia.

Alguns compostos agonistas de PPAR tém sido descritos na literatura, dentre os quais se
destaca o resveratrol. Este € um produto natural encontrado em plantas, a exemplo da Vitis vinefera
(videira). Diversos beneficios cardioprotetores tém sido descritos com o uso de resveratrol, como
por exemplo, efeito antioxidante, vasodilatador, antiagregante plaquetario e modulador lipidico
(NAKATA; TAKAHASHI; INOUE, 2012). Estudos mostram que resveratrol € um agonista de
PPAR-a capaz de aumentar a expressdo de genes de ABCAL e promover efluxo de colesterol em
macréfagos (BERROUGUI et al., 2009; NAKATA; TAKAHASHI; INOUE, 2012). O resveratrol
aumenta concentragdes de HDL-C e reduz concentracbes de LDL e TG (MIURA; MIURA;
YAGASAKI, 2003). Diante destes beneficios, resveratrol € um interessante prototipo para o
desenvolvimento de novos compostos moduladores lipidicos através da atividade agonista de
PPAR-.

Neste trabalho foram planejados novos agonistas de PPAR-a utilizando a abordagem de
hibridizacdo molecular. Esta abordagem visa a unido de estruturas biologicamente ativas para a
obtencdo de uma nova entidade quimica com poténcia superior aos compostos de origem. Diante
dos beneficios observados pelo resveratrol na modulacdo lipidica, foram sintetizados hibridos
baseados na estrutura quimica deste protétipo e dos fibratos. Esta abordagem pode permitir a

obtencdo de farmacos mais seguros e efetivos para o aumento de HDL-C e reducdo de TG.
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1.2 Revisao da literatura

As doencas cardiovasculares (DCV) como infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e
hipertensdo arterial ainda sdo as principais causas de morte no mundo. Por ano, aproximadamente
um terco das mortes em adultos em todo 0 mundo é devido DCV(ASCUNCE et al., 2012). Dados
estatisticos mostram que as DCV ainda representam a terceira maior causa de morte em todo
mundo, seguido por HIV/AIDS e cancer. No periodo de 1990-2013 as mortes por DCV recuaram
-21,9%, enquanto HIV/AIDS -23,0%, e cancer -14,0%(NAGHAVI et al., 2015).

No ano de 2007, por exemplo, ocorreram no Brasil cerca de 308.866 oObitos por doencas
circulatorias. Em 2009, foi registrado 91.970 internagdes no SUS por DCV, resultando em um custo
de R$165.461.644,33(SBC; SBH; SBN, 2010). Em paises como os Estados Unidos as DCV
constituem também seério problema de Saude Publica. Naquele pais, 19 milhdes de pessoas
apresentam DCV, sendo que 6,5 milhGes desenvolvem acidente vascular encefalico (ASCUNCE et
al., 2012).

Dentre todas as DCV, aquelas causadas por aterosclerose, a exemplo de doencas isquémicas
(infarto do miocéardio e doencas cerebro vasculares) representam 46% de mortes em homens e 38%
em mulheres(WORLD ORGANIZATION. WORLD HEART FEDERATION. WORLD STROKE
ORGANIZATION, 2011). Altas taxas de mortalidade observadas por doengas isquémicas refletem
em alto investimento por indudstrias farmacéuticas no desenvolvimento de novos farmacos. Dados
de 2011 mostram que os farmacos reguladores de lipidios estdo em segundo lugar no a&mbito de
valores investidos para pesquisa, chegando a $36 bilhGes de dolares. Somente a atorvastatina
(Lipitor®) em 2009 rendeu a Pfizer $12,5 bilhdes de délares (LEDFORD, 2011).

A dislipidemia é definida como alteragdes multifatoriais ou genéticas no metabolismo de
lipoproteinas, a exemplo de LDL-C, VLDL/IDL e HDL-C. A dislipidemia é o principal fator de
risco para o desenvolvimento de aterosclerose e consequentemente o surgimento de eventos
isquémicos (BIBBINS-DOMINGO et al., 2016).

De acordo com tipo de alteracdo dos niveis séricos de lipidios plasmaticos, a dislipidemia
pode ser classificada em quatro tipos: Hipercolesterolemia isolada- elevagdo isolada do LDL (>
160 mg/dL); Hipertrigliceridemia - elevagao isolada dos triglicerideos (TG) (>150 mg/dL), o qual
aumenta o volume de particulas ricas em TG como VLDL, IDL e quilomicrons; Hiperlipidemia
mista - valores aumentados de LDL-C (> 160 mg/dL) ¢ TG (>150 mg/dL); HDL-C baixo - reducéo
do HDL-C (homens <40 mg/dL e mulheres <50 mg/dL) isolada ou em associacdo com aumento de
LDL ou de TG (ANVISA, 2011).

A seguir, descrevemos o metabolismo de lipidios detalhando a importancia de cada

lipoproteina para o desenvolvimento de aterosclerose.
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1.2.1 Metabolismo de lipidios
1.2.1.1 Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL)

O colesterol é uma molécula organica pertencente a classe dos esterdis contendo uma
hidroxila livre em sua estrutura quimica. O colesterol € o principal componente das membranas
celulares além de ser precursor na biossintese da vitamina D, hormdnios e sais biliares. O colesterol
pode ser adquirido pela dieta, mas todas as células do corpo produzem colesterol, sendo grande
parte biossintetizado no figado. A etapa crucial para a formagdo do colesterol é a conversdo de
HMG-CoA em mevalonato, o qual é catalisado por HMG-CoA redutase para a formacdo de
colesterol intracelular (Figura 1). Apds o colesterol segue diferentes caminhos: 1) o colesterol
formado em tecido extra-hepatico é utilizado para compor membranas, formacdo de hormonios e
armazenamento (apds esterificacdo pela acil-CoA-colesterol-aciltransferase-ACAT); 2) o colesterol
hepatico é esterificado pela ACAT e transportado no plasma até os tecidos por lipoproteinas de
baixa densidade (LDL-C) (NELSON; COX, 2011).

A LDL circulante é reconhecida por receptores de LDL (LDL-R) encontrados na superficie
celular e transferidos para o interior da célula, evento conhecido como endocitose. Os ésteres de
colesterol no interior celular sdo hidrolisados em colesterol livre, e os LDL-R retornam a superficie
para atuar novamente na captacdo de LDL. Niveis ideais de colesterol intracelular regulam a sua
biossintese inibindo a atividade da HMG-CoA redutase. Altos niveis de colesterol intracelulares
ativam ACAT, que aumentam a formacao de ésteres de colesterol para armazenamento. Niveis de
colesterol aumentados na célula inibem a transcri¢cdo do gene que codifica o LDL-R, o qual reduz a
producdo do receptor e a captacdo de LDL plasmatica, levando ao estado de hipercolesterolemia
(NELSON; COX, 2011).

Na hipercolesterolemia familiar os niveis de colesterol plasmético sdo extremamente elevados
e h& o desenvolvimento de aterosclerose na infancia. A doenca é caracterizada por mutagdes no
gene que codifica o receptor de LDL (LDL-R); mutacGes também sdo observadas no gene APOB
que codifica apolipoproteina B-100 (Apo B-100), diminuindo a afinidade pelo LDL-R. Nesses
individuos, a captacdo de colesterol plasmatico mediado por LDL-R celular ndo ocorre, podendo
ocorrer um acumulo de colesterol no plasma, contribuindo para o desenvolvimento de aterosclerose
acelerada (BRASILEIRA, 2012).

Alguns farmacos sdo disponiveis como terapia na reducdo das concentracdes de LDL-C, a
exemplo das estatinas e inibidores de PCSK9. As estatinas séo inibidores de HMG-CoA redutase
levando a inibi¢do da biossintese de colesterol hepéatica e aumento da expressdo de receptores de
LDL (LDL-R), e consequentemente diminuicdo de LDL-C circulante (MANSI et al., 2013). A
propoteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) é uma proteina expressa em diversos

16



Luiz Antonio Dutra

tecidos que degrada receptores de LDL (LDL-R) na superficie celular, inibindo desta forma a
absorcéo de colesterol pelas células. No entanto, o bloqueio de PCSK9 por inibidores (evolocumab,
bococizumab, and alirocumab) promovem a reciclagem de LDL-R celular reduzindo LDL-C
plasméatico (LAMBERT et al., 2012).

1.2.1.2 Lipoproteina de Alta Densidade (HDL)

A lipoproteina de alta densidade (HDL) contém em sua estrutura diversas apoliproteinas,
como apoA-1, apoC-I, apoC-Il, apoC-111 e outras, além da enzima lecitina-colesterol-aciltransferase
(LCAT) que catalisa a formacdo de ésteres de colestrol. A HDL participa do processo conhecido
como transporte reverso de colesterol (TRC). O processo de TRC remove lipidios (colesterol livre e
éster de colesterol) principalmente do figado, intestino e tecido adiposo através dos transportadores
cassete de ligacdo a ATP-1 (ABCA-1) para formacdo de HDL-C (BREWER, 2004; HEINECKE,
2012). A apoA-1 é biossintetizada no figado sendo a principal apoliproteina que compde a estrutura
de HDL . O efluxo de colesterol por ABCA-1 ¢é captado por apoA-1 e leva a formacgdo da chamado
pré-HDL (ou HDL nascente). Apos a esterificacdo de colesterol livre por LCAT se tem a formacao
da o-HDL, que transporta os ésteres de colesterol para excrecdo no figado (Figura 1). Em
macrdfagos aterogénicos (células espumosas que compdem placa aterosclerética) o TRC é mediado
por HDL através do transportador ABCGL1 e receptores SR-BI (receptores de varredura-Bl), além
de apoAl (ABCAL) (CHOIl et al., 2017; JOY; HEGELE, 2008).

A HDL é considerada antiaterogénica por diminuir riscos de evento cardiovascular devido o
TRC, o qual leva a regressdo de placa aterosclerdtica. Pacientes com concentra¢des de HDL < 35
mg/dL estdo mais propensos a eventos isquémicos do que aqueles que apresentam concentracfes
séricas > 60 mg/dL (BALLANTYNE et al., 1999). Pacientes com Sindrome Coronéaria Aguda
apresentam menor formacdo de a-HDL e estdo mais predispostos a eventos cardiovasculares (TIAN
et al., 2014). Estudos realizados in vivo mostraram que a infusdo direta de apoA-1 em ratos aumenta
0 TRC e niveis plasmaticos de a-HDL, além de reduzir placas ateroscleréticas (HUANG et al.,
2014). Alguns farmacos sdo disponiveis para o tratamento da dislipidemia devido baixo HDL-C, a
exemplo dos fibratos e niacina. Esses compostos aumentam a expressao génica de apoAl no figado
e elevando HDL-C plasmatico ap0s ativacdo dos receptores ativadores da proliferacdo por
peroxissomos-alfa (PPAR-a) (HENNUYER et al., 2005).

Outros farmacos tém recebido atencdo para o tratamento de dislipidemia ocasionado por
baixo HDL-C, como a exemplo da niacina. O possivel mecanismo da niacina envolve a inibicdo de
lipoproteinas lipase (LPL), reduzindo a hidrélise de triglicerideos no tecido adiposo. O resultado

final € uma menor concentracdo de acidos graxos livre na corrente sanguinea, diminuindo a
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biossintese de VLDL e IDL com aumento de HDL-C. Estes aumentos de HDL-C provem da acao
da proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP) (DE MARIA; MOREIRA, 2011). Esta
proteina tem como funcéo a transferéncia de colesterol de lipoproteinas ricas em TG (VLDL e IDL)
para HDL. Um estudo realizado recentemente em pacientes com baixo HDL-C e altas
concentracbes de TG, mostrou que niacina ndo apresentou beneficios quanto a prevencdo de
eventos cardiacos (CHOI et al., 2017). A CETP por muitos anos tém sido investigada como alvo
terapéutico no aumento de HDL-C. No entanto, diversos compostos foram planejados como
candidatos a farmacos, entre eles torcetrapibe, anacetrapibe, dalcetrapibe, e evacetrapibe. Grande
parcela desses compostos tiveram seus estudos clinicos interrompidos devido causas de morte e
complicagdes cardiacas. Atualmente apenas 0 anacetrapibe encontra-se em fase clinica Ill
(MULLARD, 2015).

QL
e parede celular

dieta A L. qullomlcronts de macrafagos
remanescente
® © » fLCAT

Figura 1. Transporte reverso de colesterol em tecidos e macréfagos (adaptado de BREWER, 2004 e
HEINECKE, 2012). apoAl (biossintese no figado) age como aceptor de colesterol proveniente de
figado e intestino através dos transportador ABCAL levando a formagdo de HDL-C, a qual
transporta colesterol para degradacdo no figado. HDL-C e apoAl também agem como aceptores de
colesterol em células espumosas (componente de placa aterosclerotica) através de ABCAL, ABCG1
e SR-BI respectivamente. A CETP transfere éster de colesterol de HDL para VLDL e IDL,
tornando estas lipoproteinas aterogénicas, diminuindo a eficiéncia de HDL no processo de TRC.
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1.2.1.3 Triglicerideos (TG)

Os triglicerideos (TG) podem ser obtidos por duas vias, a exdgena atraves da dieta, e
enddgena por biossintese no figado. Durante uma dieta lipidica os TGs sdo absorvidos por
enterdcitos e transportados por quilomicrons até o figado para degradacdo. Durante este percurso o0s
TGs sdo hidrolisados por lipoproteinas lipases (LPL) originando acidos graxos livres e
quilomicrons remanescente. Os acidos graxos sdo utilizados pelo musculo esquelético como fonte
de energia, ou também armazenado no tecido adiposo. Os TG em quilomicrons remanescentes sdo
degradados pelo figado em &cidos graxos (TALAYERO; SACKS, 2011; TOTH, 2016).

Seguindo a via enddgena, na presenca de glicerol-3-fosfato, os &cidos graxos sdo convertidos
em TGs 0s quais sdo transportados na corrente sanguinea por lipoproteinas de muita alta densidade
(VLDL). As VLDLs sdo degradadas em lipoproteina de densidade intermediaria (ILDL), LDL e
acidos graxos por acao das LPLs. Estudos mostram que lipoproteinas remanescentes ricas em TGs
contribuem para a formacéo de placa aterosclerética (TALAYERO; SACKS, 2011; TOTH, 2016).

No tratamento de hipertrigliceridemia, os fibratos sdo potentes redutores de TG plasmatico.
Os fibratos expressam genes de LPL, aumentando a atividade dessa lipoproteina. Esse efeito
contribui com a hidrolise do TG em acido graxo nas particulas de VLDL/IDL (HENNUYER et al.,
2005). Alvos terapéuticos como diacilglicerol acil-transferase-2 (DGAT2) tém sido investigados
para reducdo de TG. A DGAT2 catalisa a etapa de biossintese de TG através da esterificacdo de
diacilglicerol na presenca de acil-CoA. Promissores inibidores de DAGT?2 tém sido planejados e

alguns compostos como o pradigastat se encontra em fase clinica Il1 (FUTATSUGI et al., 2015).

1.2.3 Aterosclerose e desenvolvimento de doencas cardiovasculares

O aumento dos niveis séricos de LDL plasmatico esta diretamente relacionado com o
desenvolvimento de aterosclerose, uma doenca inflamatdria cronica caracterizada pelo acimulo de
lipidios na camada intima das artérias (CHARO; TAUB, 2011). O processo inflamatério se inicia
com a migracdo de mondcitos circulantes para camada intima através de moléculas de adesdo
endotelial (VCAM-1). Os mondcitos se diferenciam em macréfagos, que fagocitam LDL oxidadas
(LDLox), transformando-se em células espumosas (foam cells) que sdo depositadas na parede de
artérias iniciando o processo de formacéo de placa aterosclerdtica. As células espumosas secretam
TNF-a e interleucina 1-f que promovem aumento da expressdo de molécula de adesdo vascular
celular -1 (VCAM-1), dando inicio ao processo inflamatorio crénico (LIBBY, 2002; LIBBY;
RIDKER; HANSSON, 2011).

19



Luiz Antonio Dutra

Assim como a LDL-C, as lipoproteinas remanescentes ricas em TG (VLDL, IDL e
quilomicrons) sdo fagocitadas por macrofagos levando a formacédo de células espumosas, as quais
contribuem para formacéo e progressdo de placa aterosclerotica. A hidrolise de lipoproteinas ricas
em triglicerideos (LRT) resulta em altas concentragdes de acidos graxos oxidados, 0s quais
aumentam a expressdo de citocinas pré-inflamatérias levando a inflamacdo endotelial. Por outro
lado, as LRT aumentam a expressao de VCAM-1 endotelial recrutado mondcitos para o endotélio e
a resposta inflamatoria na formacéao de células espumosas (TOTH, 2016).

Diante de um estado de hipertrigliceridemia que contribui para a formacdo de placa
aterosclerdtica, concentra¢fes de HDL-C sdo reduzidas por acdo da CETP. Efeitos antiaterogénicos
de HDL como inibigdo da oxidacdo de LDL-C e redugéo da expressdo de VCAM-1 endotelial sao
diminuidos. Além disso, a reducdo do processo de TRC de células espumosas também reduz,
acelerando a formacéo e progressao de placa aterosclerética (TOTH, 2016).

O crescente acumulo de células espumosas na intima das artérias se estende para outras
camadas diminuindo seu calibre ou podendo acarretar na ruptura da placa aterosclerética. Apos o
rompimento do endotélio ha o extravasamento do contetdo da placa para a circulacdo que pode
levar a formacéo de trombo através do processo de agregacao plaquetaria. A formagéo de trombo no
local da lesdo endotelial interrompe o fluxo sanguineo em artérias, levando ao desenvolvimento de

doencas cardiovasculares como infarto do miocardio e doengas cerebrovasculares (LIBBY, 2011).

1.2.4 Receptores PPARs como alvo no tratamento da dislipidemia

Os receptores ativadores da proliferacdo de peroxissomos (PPARS) sdo fatores de transcri¢do
e membros da familia dos receptores nucleares. A ativacdo dos receptores PPARs dispara a
expressao/silenciamento de genes envolvidos em diversas respostas biologicas como inflamacéo,
regulacdo do metabolismo lipidico e da glicose. Trés isoformas de PPARs sdo possiveis, como
PPAR-a, PPAR- e PPAR-Y, e as diversas respostas a partir da ativacdo deles estdo apresentadas
na tabela 1 (KOTA; HUANG; ROUFOGALLIS, 2005).
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Tabela 1. Func¢des bioldgicas proveniente da ativacao de PPARS

PPAR-a PPAR-B PPAR-Y
1 oxidagdo de acidos graxos | 1 oxida¢ao de acidos graxos | | citocinas pro-inflamatorias
T apoA-1 1 oxidagdo de acidos graxos | T ABCA-1
1 LPL 1 HDL | NF-kB
1T ABCA-1 1 captagdo de glicose
lcitocinas pro-inflamatorias 1 glicogénio
1T HDL | resisténcia a insulina
| LDL

| triglicerideos

O controle da expressdo génica pelos receptores PPARs no nucleo celular é dependente de um
ligante, ou seja, um agonista endégeno (oxisterdis) ou exogeno (molécula de origem natural ou
sintética) o qual reconhece a estrutura do receptor para desencadear uma resposta. NO nicleo
celular, os PPARs formam um heterodimero com os receptores A ativacdo do receptor por um
agonista leva ao recrutamento de coativadores com por exemplo o receptor X retindide (RXR). O
complexo formado entre PPAR+ligante+RXR reconhece sequéncias de DNA conhecidas como
elementos responsivos proliferadores de peroxissomos (PPRES) para entdo conduzir a regulacdo da
expressdo génica (Figura 2A) (BERGER; MOLLER, 2002; BERNARDES et al., 2013; CHANDRA
et al., 2009).

Estruturalmente os receptores PPARs sdo compostos por duas principais regiées, como 0
dominio de ligacdo ao DNA (DNA binding domain — DBD): esta regido é responsavel por
reconhecer as sequéncias de DNA para iniciar a transcricdo génica; e o dominio de ligacdo do
ligante ou sitio ativo (ligand binding domain — LBD). Analise tridimensional das estruturas
quimicas de fibratos ligados ao receptor tem oferecido uma melhor compreensdo do modo de
ativacdo de PPAR-a e as alteracBes provocadas na regido C-terminal (AF2) (Samarasinghe, et al.,
2009). O complexo cristalografico do PPAR-a o fibrato CTM indica interagdes importantes que
estabilizam o modo de ligacdo, entre elas, destaca-se as ligacGes de hidrogénio entre o substituinte
acido carboxilico e os residuos Tyr464 e His440 (Figura 2c). O fibrato CTM também é
estabilizado por interacdes hidrofobicas atravées de residuos de metionina e cisteina no sitio ativo de
PPAR-a (Figura 2c). A ligacdo de hidrogénio com a Tyr464 é importante para a manutencdo da

proteina na sua conformacdo ativa, pois a conformacgédo fechada dessa hélice é essencial para o
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recrutamento de coativadores e inicio da transcricio (BENARDEAU et al., 2009)(CHANDRA et
al., 2009; DOS SANTOS et al., 2015).

A B
dieta, lipoxigenase, ﬂ/ Hinge

tecido adiposo” cicloxigenase i <4 » y
MO0 A80aa4as ) ! % \
T PNy T
W i - v 4 N
W "y ’/ﬁf ///2/% y -
i é ’

& prostaglandinas,
leucotrienos

DBD (DNA Binding Domain)

Figura 2. Efeitos bioldgicos e estruturais apds ativacdo dos receptores PPARs (autoria propria). A,
ativacdo de PPARs e inicio da transcricdo génica no nucleo celular (adapatado de BERGER;
MOLLER, 2002; B, conformacdo ativa da estrutura de PPARs na forma fechada; C, modo de
interacdo do fibrato CTM com o receptor PPAR-a. Codigo PDB 3FEI. H3, Hélice 3. H5, Hélice 5.
H12, Hélice 12. Y464, tirosina 464. H440, histidina 440.

O PPAR-a € expressado em diversos tecidos como figado, coracao, rins, células endoteliais e
macrofagos, e sua ativagdo esta diretamente relacionada com a modulagéo lipidica, principalmente
com a regulacdo de HDL-C, TG e oxidagdo de &cidos graxos. No nucleo de células hepéticas, a
ativacdo de PPAR-o eleva a expressdo de genes para biossintese de apoA-1. Ainda em céulas
hepaéticas e do intestino, a ativacdo de PPAR-a conduz a transcricdo génica dos receptores- o X do
figado (LXR-a), que aumentam a expressdo dos transportadores ABCA-1 da membrana celular
elevando o efluxo de colesterol daquelas células (KOTA; HUANG; ROUFOGALIS, 2005). Por
esses mecanismos, o efeito agonista de PPAR-o contribui para biossintese de HDL ativando o

transporte reverso de colesterol a promovendo a regressao de placa aterosclerética e prevengdes ao
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sistema cardiovascular (TENENBAUM; FISMAN, 2012). Estudos in vitro mostram que agonistas
de PPARs inibem a expressédo de TNF-o, uma citocina pro-aterogénica que aumenta a expressao de
VCAM-1 endotelial levando ao recrutamento de mondcitos durante o processo de formacdo de
placa (JIANG; TING; SEED, 1998).

Os fibratos sdo os Unicos farmacos agonistas de PPAR-o disponiveis na terapéutica
atualmente desde a descoberta destes receptores na década de 60. Esses compostos aumentam a
expressao génica de apoAl e dos transportadores ABCAL, conduzindo ao efluxo de colesterol de
células espumosas e promovendo a elevacdo dos niveis de HDL. Entre os fibratos disponiveis
atualmente encontram-se o ciprofibrato, bezafibrato, fenofibrato e genfibrozila (TENENBAUM;
FISMAN, 2012).

Estudos clinicos mostraram que bezafibrato é o mais efetivo no tratamento de niveis
reduzidos de HDL e hipertrigliceridemia. A administracdo deste composto em camundongos elevou
0s niveis de HDL em 56% e diminuiu TG em 69%, além da reducéo de placa aterosclerética (Inaba
et al., 2008). Estudos clinicos em humanos relataram aumento de HDL em 28-29%, reducdo de TG
em 40-55% e também regressdo de placa aterosclerdtica (AYAORI et al., 2008; DUEZT et al.,
2002).

A ativagdo de PPAR-a por fibratos estimula a atividade da LPL que aumenta a hidrolise de
triglicerideos em lipoproteinas circulantes. A terapia com fibratos pode ser realizada em
monoterapia para o tratamento de baixo HDL e hipertrigliceridemia, ou em combinagdo com
estatinas para o tratamento de hiperpilidemia mista ou baixo HDL associado com elevacdes de
LDL. Estudos mostraram que combinac6es de fibratos/estatinas séo mais eficientes na reducdo de
TG e aumento de HDL quando comparada em monoterapia com estatinas. Porém, a terapia com
fibratos é limitada devido aos efeitos colaterais como miopatia e rabdimidlise, que sdo mais
significantes quando combinados com estatinas (TENENBAUM; FISMAN, 2012). Tais efeitos
colaterais podem ser diagnosticados através da dosagem dos niveis plasmaticos de
creatinafosfoquinase (CPK), uma enzima que catalisa a formacdo de fosfocreatina, utilizada no
tecido muscular como fonte de energia (GOLDENBERG; BENDERLY; GOLDBOURT, 2008).

O resveratrol € um composto natural pertencente a classe dos polifenois classificado
quimicamente como 3,5,4’-trihidroxiestilbeno, podendo ser encontrado principalmente nas
sementes dos frutos de Vitis vinefera (videira). Este composto é encontrado naturalmente sob duas
formas isoméricas, E e Z, sendo que diversos estudos tém demonstrado os beneficios de (E)-
resveratrol a salde, como antioxidante, quimiopreventivo, anti-inflamatério, antifingico,

antiagregante plaquetario e vasodilatador (ASENSI et al., 2002).
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O (E)-resveratrol tém sido relatado como um composto com propriedades preventivas de
complicacdes relacionadas as DCV e aterosclerose devido sua capacidade de modular o
metabolismo lipidico. Este composto ativa PPAR-a, promove aumento da expressdo do
transportador ABCA-1 em macrofagos e contribuiu para o efluxo de colesterol em células
espumosas na formagdo de HDL. Resultados de Miura e colaboradores (2003) mostraram que ratos
tratados por via oral com resveratrol tiveram aumento de HDL e reducdo de LDL/triglicerideos.
Estudos mostraram que coelhos tratados com (E)-resveratrol (2mg/kg) apresentaram reducdo de
placa aterosclerética com inibicdo na expressdo de citocinas pro-inflamatérias e VCAM-1
endotelial, além de reduzir em até 34% os eventos cardiovasculares como infarto do miocardio
(MATOS et al., 2012)(MIURA; MIURA; YAGASAKI, 2003).

Outro estudo envolvendo a reducdo de placa aterosclerdtica em camundongos mostrou a
diminuicdo da area de lesdo em 52% por (E)-resveratrol, 40% por atorvastatina e 47% na
combinacdo de ambos. Neste mesmo estudo um segundo mecanismo foi proposto no aumento de
HDL envolvendo (E)-resveratrol, devido a inibicdo da proteina de transferéncia de éster de
colesterol (CETP), responsavel por transferir ésteres de colesterol para LDL. Camundongos com
aumento na expressdo de CETP e tratados com resveratrol tiveram elevacdes nas concentragdes de
HDL-C plasmatico e reducio na transferéncia de éster de colesterol para LDL em 24% (BERBEE et
al., 2013).

Individuos obesos receberam tratamento com resveratrol diariamente por duas semanas, e este
composto reduziu LDL plasmatico em 27% além de diminuir a resisténcia a insulina. Um possivel
mecanismo para a reducdo de LDL por (E)-resveratrol € sua regulacdo na excrecdo de lipidios
(DASH et al., 2013).

O (E)-resveratrol reduz lesdo aterosclerética ao inibir a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1p e TNF-a) e por ativacdo da enzima éxido nitrico sintase endotelial (eNOS). A
ativacdo de eNOS eleva a producdo de oxido nitrico (NO), uma molécula simples envolvida em
diversos efeitos vasculares, como diminuicdo da expressao de citocinas, adesdo dos mondcitos ao
endotélio, oxidagdo de LDL pelo sequestro de radicais livres lipidicos e vasodilatacdo (Wang et al.,
2012). Estudos relataram que pacientes hipertensos tiveram reducdo da pressdo sanguinea quando
tratados com resveratrol, devido a ativacdo de eNOS e modulacdo do metabolismo de NO
(CARRIZZO et al., 2013).
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5. CONCLUSAO

Foi possivel realizar a sintese, purificacdo e caracterizacdo estrutural por RMN de 'H, **C e
espectroscopia de absor¢cdo na regido do infravermelho dos intermediarios la, 1b. Ambos foram
obtidos com rendimentos de 16 e 80%, respectivamente. Estes intermediarios foram planejados para
obtencdo da série dos compostos hibridos contendo grupo acido na estrutura. A partir dos
intermediarios 1a e 1b seis compostos hibridos finais (4a-f) foram sintetizados, purificados por CLAE-
DAD preparativo, e caracterizados por RMN unidimensional de 'H e *C, e bidimensional de HSQC e
HMBC, com rendimentos que variaram entre 8-16%.

Os intermediarios propionamida e 2b foram sintetizados, purificados e caracterizados por RMN
de 'H, **C e espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho, com rendimentos de 83 e 32%.
Estes intermediarios foram planejados para obtencdo dos compostos hibridos finais contendo grupo
amida na estrutura. A partir dos intermediérios propionamida e 2b seis compostos hibridos (5a-f) foram
obtidos. Além disso, foi possivel realizar uma breve otimizacdo do procedimento sintético para 0s
compostos hibridos finais, para os quais se observou aumento gradativo do rendimento reacional em
relagdo ao aumento do uso de Pd(AcO),.

Os compostos hibridos 5a-f apresentaram atividade agonista dual em PPAR-o/y com valores de
ECso que variaram entre 28nM a 4700nM. O agonista 5b foi 660x mais potente que o farmaco
bezafibrato na ativacdo de PPAR-a. Este agonista (5b) mostrou substancial seletividade para PPAR-a
em relacdo a PPAR-y (2,5x). Estudos de docagem molecular mostram que 5b se liga no sitio ativo de
PPARa/y, o qual ¢ estabilizado por interagdes polares e hidrofébicas.

O novo agonista dual 5b foi eficaz em promover efluxo de colesterol em macréfagos J777
mediado por HDL (6,5%) e em macréfagos bone marrow mediado por HDL (20%) e ApoA1(20,8%).
Esses resultados sugerem que 5b aumenta o efluxo de colesterol através dos transportadores ABCAL e
ABCG1 na presenca de HDL e apoAl.

Apesar de ser um agonista de PPAR-y, interessantemente o composto 5b ndo apresentou valores
significativos na expressao génica de Fabp4. Além disso, ndo promoveu diferenciacdo de adipdcitos de

forma significativa comparado a rosiglitazona.
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