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RESUMO

Nas doencas do coracdo ocorre hipertrofia e remodelamento do ventriculo
esquerdo com impacto negativo na evolucdo clinica. Esses fatores influenciam
independentemente o risco cardiovascular por elevarem a predisposicdo a infartos do
miocdrdio, ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e ao aparecimento de arritmias
ventriculares graves. Estruturalmente ocorrem crescimento e degeneracdo dos midcitos
cardiacos, fibrose e alteracoes da microcirculacdo. Estas alteracdes comprometem
irreversivelmente a histoarquitetura do miocérdio, limitando a eficacia dos tratamentos
convencionais, principalmente no estigio mais avancado caracterizado pela
insuficiéncia cardiaca.

A rede de sinalizagdo celular envolvida na resposta das células miocardicas
(midcito e ndo midcitos) a forcas mecénicas tem papel critico na compreensdo da
patogénese da hipertrofia. A quinase de adesdo focal (FAK), uma enzima associada a
sinalizacdo por integrinas, € ativada precocemente e exerce influéncia no
desenvolvimento e sustentacdo da resposta hipertréfica do miocardio a sobrecarga
pressorica.

Nesse estudo foi avaliado o efeito de um composto inédito derivado de
quinazolina (BZLO) com potencial acdo inibitéria da FAK no cora¢do de camundongos
submetidos a sobrecarga pressorica por coarctacdo da aorta.

In vitro, esse composto inibiu a atividade catalitica da FAK purificada com ICs
de InM. In vivo, o tratamento dos camundongos submetidos a coarctacdo da aorta com
o composto (BZLO) provocou inibicdo do residuo Tyr”’ da FAK. Demonstrando que o
composto ndo s6 preveniu, mas também promoveu regressdo da hipertrofia do
ventriculo esquerdo tipica do modelo, acompanhada de atenuacdo da hipertrofia dos

cardiomidcitos e da fibrose intersticial, e preservacdo da funcdo ventricular.
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Esses resultados indicam que o tratamento com o composto (BZLO),
presumivelmente por inibir a FAK, atenua as alteracdes estruturais e funcionais
provenientes da sobrecarga pressorica cronica no ventriculo esquerdo de camundongos,
sugerindo seu potencial como alternativa na prevencdo e tratamento da insuficiéncia
cardiaca.

Palavras chaves: Insuficiéncia Cardiaca; Proteinas Tirosina Quinases; Estresse
Mecanico; Hipertrofia ventricular; Efeitos de drogas; Terapéutica
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ABSTRACT

Cardiac remodeling and hypertrophy have negative impact in the evolution of
heart disease. They raise predisposition to myocardium infarction, heart failure and fatal
ventricular arrhythmias, being independent markers of cardiovascular prognosis.

Cardiomyocyte growth followed by degeneration, interstitial fibrosis and
alterations in the microcirculation can be detected structurally in hypertrophic hearts.
These alterations jeopardize myocardium tissue architecture irreversibly limiting
therapeutic efficacy especially in advanced stages of disease with heart failure.

The understanding of signaling network in response to mechanical stimuli is
crucial in the study of cardiac hypertrophy. Focal adhesion kinase (FAK) an enzyme
linked to signaling by integrins is activated in response to pressure overload and
influences the development of myocardial hypertrophic response.

In the present study, a compound based on quinazoline scaffold which is a FAK
inhibitor, named BZLO, is examined for its effects on cardiac hypertrophy of mice
model of aortic constriction. BZLO strongly inhibits catalytic activity of purified FAK
in vitro (ICsp = 1nM). Satisfactory bioavailability of BZLO was observed after oral

397 and

administration. BZLO treatment decreased FAK phosphorylation at Tyr
attenuated cardiomyocyte growth and interstitial fibrosis preserving cardiac function in
the mice model of chronic pressure overload induced by aortic constriction.

These findings suggest that BZLO is effective in attenuating the deleterious
structural and functional consequences of chronic pressure overload in mice heart,
suggesting that it has the potential to be considered as an option for the prevention and

treatment of heart failure.

Keywords: Heart Failure; Protein-Tyrosine Kinases; Mechanical Stress Left
Ventricular Hypertrophy; Drug effects; Therapeutics
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1.1 — Doencas cardiovasculares
1.1.1 - Epidemiologia da insuficiéncia cardiaca

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de mortalidade no mundo,
sendo responsaveis direta ou indiretamente por cerca de 1/3 de todas as mortes (World
Health Organization, 2009). Dentre as doencas cardiovasculares que mais contribuem para
essa situacdo destacam-se a doenca isquémica, a hipertensdo arterial e as doencgas
valvulares. E interessante notar que as doencas cardiacas, indenpendentemente dos
mecanismos patogénicos iniciais, resultam naturalmente em um estado de deterioracio
estrutural e funcional do miocdrdio, cuja progressdo leva ao desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca, comprometendo a capacidade do coracdo em manter o débito
cardiaco em niveis adequados a demanda do organismo (Heineke e Molkentin, 2006).

A insuficiéncia cardiaca afeta cerca de 2% a 3% da populacio nos paises
industrializados, com aumento expressivo em adultos com idade acima de 65 anos
(McMurray e Pfeffer, 2005; Shafazand et al, 2009; Lloyd-Jones et al, 2010). Embora dados
estatisticos ndo estejam disponiveis em todos os paises, a insuficiéncia cardiaca pode ter
alcancado propor¢des epidémicas tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em
desenvolvimento (Kelly, 1997; Hodges, 2009; American heart Association, 2009). Estima-
se que aproximadamente 15 milhdes de europeus e 6 milhdes de americanos sofram de
insuficiéncia cardiaca (Dickstein et al, 2008; Lloyd-Jones et al, 2010).

A sobrevivéncia de pacientes com diagnéstico de insuficiéncia cardiaca em 5 anos é
de apenas 50% e pode ser comparado ao diagndstico de diversos tipos de cancer (Stewart et
al, 2001, Buyandelger et al, 2011). A insuficiéncia cardiaca € a principal causa de

hospitalizagdo e mortalidade, e também € responsdvel pelo gasto de grande parte do
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or¢amento investido na area de saide em todo o mundo. Nos EUA, o custo anual
envolvendo a insuficiéncia cardiaca em 2010 foi de $39 bilhdes, aproximadamente 2% do
orcamento total gasto pelo sistema de satide (Liao et al, 2008; Lloyd-Jones et al, 2010). No
Brasil, a insuficiéncia cardiaca ja se tornou a primeira causa de internacdo hospitalar em
pacientes acima de 60 anos de idade e a sexta causa de internacdo em pacientes entre 15 e
59 anos com gasto estimado acima de 225 milhdes de reais no ano de 2004 (Fiorelli et al
2008).

Apesar dos programas dirigidos ao tratamento da insuficiéncia cardiaca terem
evoluido substancialmente nos ultimos anos com o desenvolvimento de drogas e outras
estratégias terapéuticas, decorrentes dos avangos tecnoldgicos em diferentes areas do
conhecimento, € embora esse progresso tenha se traduzido na melhora dos indices de
sobrevivéncia em alguns paises, a insuficiéncia cardiaca é ainda uma condi¢do de alta

letalidade (Maclntyre et al, 2000; Schaufelberger et al, 2004; Dickstein et al, 2010).

1.1.2. Fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca

O entendimento dos mecanismos celulares e moleculares responsdveis pelo
desenvolvimento da disfun¢do cardiaca nas diversas doencgas cardiovasculares é aguardado
com a expectativa de que possa resultar em desenvolvimentos que levem a novas e mais
efetivas opgdes terapéuticas para a prevencao e tratamento da insuficiéncia cardiaca.

Estudos que avaliaram a histéria natural de doencas que culminam com
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca mostraram sua relagdo com o remodelamento
progressivo das camaras cardiacas, principalmente do ventriculo esquerdo (Douglas et al,

1989; Cohn, 1995; Vasan et al, 1997).
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O processo de remodelamento cardiaco é uma consequéncia das doengas primarias
que afetam o cora¢do, mas também uma causa, dada as desvantagens mecanicas, da
deterioragdo progressiva da estrutura e funcdo do miocdrdio (Mudd e Kass, 2007;
Braunschweig et al, 2011, Tamargo e Lépez-Sendén, 2011).

Diversas alteracdes que ocorrem associadas ao processo de remodelamento
ventricular podem contribuir para a progressdo da disfuncdo cardiaca. A principal entre
estas € o aumento da tensdo na parede das camaras. Como exemplo, consequente ao
aumento de tensdo, o ventriculo esquerdo assume uma forma mais volumosa e esférica
(Linzbach, 1960), que estd associada a um aumento da tensdo diastdlica por razdes
geométricas. Como a carga volumétrica no final da didstole (pré-carga) contribui
importantemente para a pds-carga, a qual o coracdo tem que vencer no inicio da sistole, a
dilatag@o por si s6 aumenta o trabalho do coracdo e o consumo de oxigénio.

Além disso, com o aumento do volume diastdlico a parede ventricular afila, o que,
associado com o aumento na pés-carga criado pela dilatacdo leva um desbalango entre a
capacidade do coracdo de gerar forca e carga no inicio da sistole, um fendmeno conhecido
como afterload mismatch, que contribui consideravelmente para a redugcdo do débito
cardiaco (Ross, 1983). Ainda, a elevacdo da tensdo diastdlica leva a um estado de
hipoperfusdo do subendocédrdio, que contribui para a piora da funcdo contratil (Vatner,
1988).

O processo de remodelamento cardiaco ndo apenas resulta, mas também impacta na
estrutura e funcdo do miocdrdio, por meio de influéncias na biologia dos midcitos
cardiacos, bem como dos componentes ndao miocitdrios, como os fibroblastos e os

elementos da microcirculagdo.
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Os midcitos cardiacos apresentam varias alteracdes que contribuem para a perda
progressiva da fun¢do contrétil, incluindo a diminui¢do da quantidade da isoforma alfa e o
aumento da isoforma beta da cadeia pesada da miosina (Lowes et al, 1997), perda
progressiva dos miofilamentos e a alteracdo das proteinas do citoesqueleto (Schaper et al,
1991), alteracdo do processo de excitagdo-contragdo (Beuckelmann et al, 1992) e
dessenbilizacdo da sinalizacdo por receptores beta-adrenérgicos (Bristow et al, 1982).
Associadas a perda de midcitos cardiacos, seja por necrose, ou por apoptose, modificagdes
estas que levam a reducdo no desempenho contratil do miocardio (Davies et al, 1995).

As alteragdes dos midcitos envolvem processos de sinalizacdo que controlam
mecanismos complexos que incluem aqueles de controle de processos de expressao génica,
homeostase do calcio, manutencdo do aparato contratil e outros.

Além das alteracoes do midcitos cardiacos, as modificacdes no intersticio do
miocérdio também contribuem para a disfuncdo cardiaca (Weber, 1997). Talvez a alteracao
mais clara do instersticio seja o desenvolvimento de fibrose perivascular no entorno dos
vasos intramiocardicos, assim como a fibrose reparativa que ocorre em placas ao longo da
estrutura do miocérdio e resulta da proliferacdo e producdo de matriz extracelular por
fibroblastos em substitui¢do ao desaparecimento de midcitos por apoptose ou necrose.

O excesso de matriz extracelular leva a uma redug@o na complacéncia das camaras,
mas também contribui para o comprometimento da fun¢do contrétil do miocardio, em parte
explicado pela ativacdo de enzimas proteoliticas no miocédrdio (Thomas et al, 1998).

Apesar de nao serem ainda conhecidos os mecanismos que levam a ativagdo da
atividade proteolitica das metaloproteinases de matriz no remodelamento cardiaco, TNF e
outras citocinas e fatores de crescimento que sdo expressos no miocdrdio durante o

processo de remodelamento sdo capazes de ativar as metaloproteinases. Coletivamente, as
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enzimas proteoliticas com atividade colagenolitica conhecidas como metaloproteinases de
matriz levam a degradacdo progressiva da matriz extracelular, que resulta em
realinhamento dos feixes e/ou de midcitos individuais (slippage) do miocardio,

contribuindo para o afilamento do miocardio e dilatagao das camaras cardiacas.

1.1.3 - Definicao e classificacao da hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca é o aumento da massa cardiaca, reflexo do remodelamento
cardiaco em resposta ao estresse mecanico € a outros estimulos. O processo hipertréfico €
um mecanismo pelo qual o coracdo normaliza o estresse da parede ventricular € 0 consumo
de oxigénio, e pode ser caracterizado como uma resposta fisiolégica ou patolégica. A
hipertrofia cardiaca fisioldgica (adaptativa) ocorre em individuos sauddveis apds atividade
fisica, por exemplo, onde hd aumento da complacéncia cardiaca e nio estd associada a
deterioracdo cardiaca. Na hipertrofia fisioldgica, a funcdo e estrutura cardiaca sao
preservadas e ndo estdo associadas com insuficiéncia cardiaca (Dorn et al, 2003; Gupta et
al, 2007).

Em contraste, a hipertrofia patoldgica (mal-adaptativa) € caracterizada por
alteracdes metabdlicas, estruturais e funcionais do coracdo. Estas mudancas podem incluir
o metabolismo de glicose, alteracdes no equilibrio de célcio, morte celular e fibrose,
disfuncao sistdlica e diastdlica, alteracdo da condugdo elétrica, arritmias e risco elevado de
morte subita e insuficiéncia cardiaca (Lorell e Carabello, 2000; Dorn et al, 2003).

Diferentes formas de estresse hemodindmico (hipertensdo, estenose adrtica,
coarctacdo da aorta, regurgitacdo mitral, infarto do miocardio) aumentam a pressdo ou
volume intraventricular, desencadeando a resposta hipertréfica. De um modo geral, a

hipertrofia cardiaca pode ser dividida em dois tipos: a hipertrofia excéntrica, em que o
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principal estresse é sobrecarga de volume, cuja hipertrofia € caracterizada por aumento da
espessura da parede do coragdo e dilatagdo ventricular com adicdo dos sarcdmeros em
série; e a hipertrofia concéntrica, na qual o estimulo se d4 por sobrecarga de pressdo, e é
caracterizada por um aumento na espessura da parede com deposi¢ao dos sarcomeros em
paralelo, sem grandes altera¢cdes no tamanho da cimara cardiaca (Dorn et al, 2003).
Embora, o processo hipertréfico seja inicialmente benéfico, a hipertrofia prolongada pode
ser deletéria, resultando em arritmias, insuficiéncia cardiaca e morte subita (Pokrael et al,

2003).

1.1.4 - Vias de sinalizacao da hipertrofia patolégica

O desenvolvimento da hipertrofia cardiaca e a progressdo para a insuficiéncia
cardiaca € o resultado de um conjunto de fatores, incluindo alteracdo da expressdo génica,
fatores neuro-humorais, apoptose, déficit do metabolismo energético, arritmias, disfungdo
vascular, aumento na deposi¢do de coldgeno, os quais comprometem a funcdo sistolica e
diastolica do coragdo (Gupta et al, 2007).

As duas principais vias de sinalizacdo celular que modulam a hipertrofia cardiaca
incluem a via de sinalizagdo envolvida no estimulo biomecanico e aos fatores neuro-
humorais. O estresse mecanico ativa moléculas sensiveis ao estresse no coracdo, incluindo
canais i0nicos, integrinas, receptores associados a proteina G (GPRC) e outras proteinas do
citoesqueleto, que convertem os sinais mecanicos em sinais bioquimicos e transmitem estes
aos sarcomeros, aos segundos mensageiros e ao nucleo (Heineke e Molkentin, 2006; Opie
et al, 2006). Entretanto, ainda ndo estd completamente esclarecido como o estresse
mecanico, atribuido a sobrecarga de pressdo é sentido e transduzido nos cardiomidcitos

desencadeando o processo hipertréfico.
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Recentemente, tem sido proposto que um receptor de estresse estaria localizado na
regido sarcomérica do disco-Z (Frank et al, 2006), envolvendo proteinas como a MLP
(Knoll et al, 2002) e calsarcina-1 (Frey et al, 2004). Igualmente, outras proteinas
localizadas adjacentes ao sarcomero e ligadas a integrina, como a melusina (Brancaccio et
al, 2003) e a quinase de adesdo focal (FAK) (Peng et al, 2006), também tém sido associadas
a mecanotransducdo cardiaca.

Em adi¢do, os fatores neuro-humorais, incluindo sinais adrenérgicos, o sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) como angiotensina II e sinalizacdo dependente de
endotelina-1, os quais sdo secretados pelos cardiomidcitos e por outras células do coragcdo
em resposta ao estimulo mecanico, contribuindo também para o processo da hipertrofia
cardiaca, fibrose, apoptose, disfuncido contrétil e alteracdes no metabolismo energético
(Heineke e Molkentin, 2006; Opie et al, 2006; Frank et al, 2008).

Os mecanismos pelos quais o coragdo adapta uma resposta frente ao processo de
sobrecarga hemodinadmica, desencadeando fenétipos adaptativo (hipertrofia compensada)
e/ou mal-adaptativo (insuficiéncia cardiaca), t€m sido alvo de considerdvel investigacao
(Kehat e Molkentin, 2010). Embora a hipertrofia em resposta a uma sinalizacio patologica
seja tradicionalmente considerada uma resposta adaptativa requerida para manter o trabalho
cardiaco frente a um estresse, a hipertrofia prolongada estd associada ao aumento
significante no risco de morte subita ou progressio para a insuficiéncia cardiaca,
independente da causa da hipertrofia, sugerindo que o processo hipertréfico nao é
completamente benéfico (Kannel et al, 1969; Levy et al, 1990; Vakili et al, 2001; Esposito
et al, 2002; Frey et al, 2004).

Em outras palavras, a hipertrofia cardiaca € um marco importante na fisiopatologia

da insuficiéncia cardiaca, chegando-se a proposi¢ao de que sua supressdo pode ser a chave

34

—~
—t


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kehat%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21173361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Molkentin%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21173361

para impedir a progressdo para insuficiéncia. De outro lado, caso a hipertrofia em resposta
ao estresse seja considerada um processo completamente mal-adaptativo, uma metodologia
16gica seria entdo identificar eventos moleculares importantes e eventualmente desenvolver
estratégias para prevenir ou reverter o fendtipo hipertréfico, evitando-se dessa forma o

desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca ainda em estagio precoce (Frey e Oslon, 2003).

1.1.5 - Drogas convencionais no tratamento de doencas cardiovasculares

O sucesso de terapias com drogas abrangendo o cendrio da hipertrofia e
insuficiéncia cardiaca tem-se focado em mecanismos chaves que estdo envolvidos na
ativacdo do sistema neuro-humoral como parte do processo da fisiopatologia da doenca.
Em particular, o sistema nervoso simpdatico (SNS) e o sistema renina- angiotensina-
aldosterona (SRAA) representam alvos neuro-humorais importantes (Sata e Krum, 2010;
Belmonte e Blaxall, 2011 ).

O maior empenho da industria farmac€utica durante as ultimas quatro décadas t€m
sido direcionado na busca de drogas que atuam em receptores associados a proteina G
(GPRC:s). Estes receptores sao mediadores de mecanismos regulatdrios agudos envolvidos
no controle da fung¢do cardiovascular, como contratilidade. E também em processos
cronicos, como a hipertrofia; que contribuem para o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares, incluindo a insuficiéncia cardiaca (Penela et al, 2006; Tilley , 2011).

A utiliza¢do de B-bloqueadores, inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA), bloqueadores dos receptores de angiotensina e aldosterona representa grande parte

dos tratamentos atuais e € ainda a principal terapia para a insuficiéncia cardiaca objetivando

a reducdo dos sintomas, melhora da funcdo cardiaca, aumento na taxa de sobrevivéncia e
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reducdo de hospitalizacdo. Apesar de existirem grandes variacdes em relacdo a sua
eficiéncia (Hodges, 2009; Sata e Krum, 2010).

Embora, esses medicamentos tenham contribuido com uma melhora na taxa de
mortalidade de pacientes com insuficiéncia cardiaca, a perspectiva de tratamento ainda
permanece ruim com mais de 40% dos pacientes diagnosticados, sendo hospitalizados ou
morrendo apds um ano (Kaye e Krum, 2007).

De fato, a atuacdo em receptores como estratégia terapéutica, como exemplo
GPCRs, com o objetivo de reduzir a mortalidade e melhorar a qualidade de vida de
pacientes com doencgas cardiovasculares € reconhecido e tem avancado. Por outro lado, se
Imaginarmos que o0s receptores representam o inicio de um evento de uma rede de
sinalizagdo, é possivel afirmar que existem intimeros alvos com potencial de inibicdo
especifico ao longo da cascata. Dentre estes, destacam-se as proteinas quinases (Anderson
et al, 2006).

Assim, a organizacdo e inser¢do das proteinas quinases como chave fundamental em
vias de sinalizacdo celular apontam para um novo desafio terapéutico, ja que drogas com
alvos especificos para inibi¢do de proteinas quinases em tese teriam a capacidade de agir
com maior seletividade e eficiéncia quando comparadas as drogas que atuam somente nos
receptores, possivelmente diminuindo os efeitos bioldgicos indesejados (Anderson et al,

2006).

1.2 - Proteinas quinases
O genoma humano codifica cerca de 500 proteinas quinases, constituindo

aproximadamente 2% dos genes humanos (Rubin et al, 2000; Hanks, 2003). Mais de 30%
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do total de proteinas humanas podem ser modificadas por atividade de quinases, as quais
sdo conhecidas por regular a maioria das vias celulares, especialmente aquelas envolvidas
na transducao de sinais. Estes nimeros indicam que as proteinas quinases exercem amplo
efeito e regulacdo no controle fisioldgico e fisiopatolégico em humanos (Cohen, 2001;
Eglen e Reisine, 2009).

As proteinas quinases sdo enzimas que catalisam uma simples reacdo: a
transferéncia do fosfato terminal (gama) do ATP para o grupo hidroxila de um residuo de
aminodcido de tirosina (Tyr), treonina (Thr) e serina (Ser) (Johnson, 2009). Elas compdem
a maior familia de proteinas nos seres eucariontes e, sio componentes fundamentais na
cascata de sinalizagdo que ocorre no controle intracelular, tanto na regulacdo como na
transducdo de sinais, utilizando para isso diferentes mecanismos que vao desde alteracdes
quimicas e estruturais das proteinas at€é mesmo o controle transcricional, mecanismos
importantes com alta eficiéncia no controle da atividade protéica (Engh e Bossemeyer,
2001).

A ativacdo da cascata de transducdo de sinais permite que um estimulo
relativamente pequeno seja amplificado e traduzido em uma ampla resposta bioldgica,
como por exemplo, a reprogramacdo da expressao génica (Paul e Mukhopadhyay, 2004).
Dessa forma, ndo € surpreendente que alteracOes na fosforilagcdo das proteinas quinases
sejam atribuidas como causa e também consequéncia de muitas doengas (Cohen, 2002;
Melnikova e Golden, 2004; Fabbro et al 2012; Grimminger et al, 2010). Anormalidades na
atividade de proteinas tirosina quinases estdo associadas a diversas doencas como
imunodeficiéncia, inflamacao, artrite reumatdide, psoriase, diabetes, cancer, aterosclerose,

doencas neuroldgicas e cardiovasculares (Eglen e Reisine, 2009).
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A maior parte das proteinas quinases possuem no minino dois dominios: um
dominio catalitico, que serve para ligar e fosforilar proteinas; e uma regido regulatéria que
interage diretamente com proteinas auxiliares modulando alostericamente a atividade do
dominio catalitico. Devido aos sitios de reconhecimento dos substratos, as quinases sao
divididas em duas grandes classes: tirosina quinase (TKs) e serina/treonina quinase (STKs).
Das quais muitas sao citoplasmadticas, e outras tantas atuam como receptores de membrana
celular (Cowan-Jacob, 2006). As proteinas tirosinas quinases sdo divididas em duas
grandes categorias: os receptores de tirosina quinase (RTKs) e ndo receptores de tirosina
quinases (NRTKs), e sdo estimadas em conter 58 e 32 membros no genoma humano,
respectivamente (Manning et al, 2002).

Os receptores de tirosina quinase (RTKSs) estdo inseridos na membrana plasmatica e
contém uma por¢ao extracelular (regido de ligacdo) e uma porg¢do intracelular, que possui
atividade catalitica e regulatoria. A familia dos receptores (RTKSs) inclui o receptor de
insulina (IGFR) e os receptores de diversos fatores de crescimento como: fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF); fator de crescimento epidermal (EGF); fator de
crescimento de fibroblasto (FGF) e outros (Ullrich e Schlessinger, 1990).

Em contraste, os ndo receptores de tirosinas quinases (NRTKSs) estdo localizados na
regido intracelular e sdo desprovidos da porcdo extracelular ou transmembrana, mas
possuem dominios moduladores que sdo responsdveis por controlar e regular a atividade
catalitica (Chen et al, 2008). Por terem esta localizagao, tirosinas quinases podem mediar a
transducdo de ambos os sinais intracelulares como extracelulares.

Devido ao papel critico destas proteinas na comunicagdo celular e manutencdo da
homeostase, a atividade de tirosina quinase € rigorosamente controlada (Paul e

Mukhopadhyay, 2004). Tais proteinas sdo normalmente quiescentes até serem ativadas por

38

—~
—t


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ullrich%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2158859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schlessinger%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2158859

estimulos extracelulares ou por ligantes, como por exemplo fatores de crescimento (VEGF
e PDGR) ou estimulos intracelulares (tal qual o estresse oxidativo e mecanico). A familia
dos NRTKs incluem Src, Abl, JAKs, e FAK, entre outros (Superti-Furga e Courtneidge,

1995; Hunter, 1995; Schlessinger 2000).

1.2.1 - Quinase de adesao focal - FAK

A quinase de adesdo focal (FAK) é uma proteina da familia das proteinas tirosinas
quinases citoplasmdticas de 125 KDa que se localiza em sitios de adesdo celular
enriquecidos de integrina, descrita como um substrato de v-Src em fibroblastos
transformados (Schaller et al, 1992). A FAK funciona como potente mediador de
sinalizacdo das integrinas, envolvida na regulacdo de processos bioldgicos essenciais, tais
como adesdo, migracdo, proliferacio e sobrevivéncia celular (Sieg et al, 2000;
Chatzizacharias et al, 2008). Estudos utilizando modelos animais demonstraram a
importancia da FAK no desenvolvimento embriondrio e no sistema cardiovascular.
Somado-se a isso, dados recentes suportam o papel da sinalizagdo mediada pela FAK no
crescimento hipertréfico de cardiomidcitos diferenciados em reposta ao estresse mecanico,

hormonios e fatores de crescimento (Franchini, 2012).

1.2.2 - Estrutura e regulacao da FAK

A estrutura primdria da FAK € constituida por um dominio central tirosina quinase,
localizado entre o dominio N-terminal (FERM) e o dominio C-terminal que inclui uma
regido proximal rica em prolina e uma regido distal FAT (Focal Adhesion Targeting)

(Parsons, 2003). Estes dominios estdo dispostos em uma estrutura globular tripartite, com o
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dominio FERM organizado em uma conformagdo compacta contendo trés subdominios
independentes (F1, F2 e F3) conectados por uma sequéncia desestruturada ao dominio
catalitico, que por sua vez, se liga ao dominio FAT (Focal Adhesion Targeting) uma regiao
naturalmente rica em prolina (Lietha et al, 2007; Ceccarelli et al, 2006; Nowakowski et al,

2002; Arold et al, 2002; Cooper et al, 2003).

Y397 Y576 Y577 ‘1”861 Y925
e me—— | {E
35 U 362 411 917 1053
Migraciao celular Adesao celular Adesao celular
Sobrevivéncia celular Migracao Migracao

Crescimento celular
Proliferacao celular

Figura 1- Esquema representativo da estrutura da FAK e suas fun¢des, demonstrando os 3
dominios (FERM, KINASE e FAT). Abaixo do diagrama estdo descritas as multiplas
funcodes celulares mediadas por essa via de sinalizagdo, relatadas em regides e dominios
especificos.

A atividade catalitica da tirosina quinase (FAK) é dirigida por um sitio de
autofosforilacdo (Y397) localizado em uma conexao entre 0 dominio FERM e o dominio

z

catalitico, cujo mecanismo € critico para diversas funcgdes celulares. (Parsons, 2003). O
controle da atividade da FAK € complexo e normalmente envolve uma regulacdo dinamica
do estado inativo e ativo e a localizacdo subcelular da enzima. Por exemplo, durante a
migracdo e dispersdo celular dependente de integrina, a FAK € recrutada para adesao focal,

resultando na sua ativacdo, pressupondo que haja conversdo da FAK do estado inativo para

ativo (Calalb et al, 1995; Schaller et al, 1994; Kornberg et al, 1992).
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Agora é compreendido que a manutencio da atividade da FAK € em grande parte,
determinada por uma complexa intera¢do auto-inibitéria intra e inter/moleculares com
diferentes associacdes envolvendo muitas proteinas e lipideos (Parsons, 2003; Schaller
2011). A auto-inibicdo da FAK ¢ realizada por interacdes intra/moleculares entre os
dominios FERM e quinase, as quais bloqueiam o acesso do ATP e de proteinas alvo ao sitio
catalitico (Cooper et al, 2003; Dunty et al, 2004; Lietha et al, 2007). Esta configuracio
auto-inibitéria da FAK € estabilizada pela interacdo do subdominio FERM (F2) com o
lobo-C do dominio catalitico. Mas, liga¢des adicionais do segmento do “linker”
estabelecem a ativacdo do Tyr 397 com o subdominio FERM (F1), contribuindo no
controle da atividade da FAK por manter o residuo de tirosina no estado ndo fosforilado
(Lietha et al, 2007). Recentemente, um modelo deu suporte a hipdtese que a ativagdo da
FAK ¢ provocada pela liberacao da conformacio auto-inibitoria entre o0 dominio FERM e o
dominio catalitico, de forma que haja abertura do sitio catalitico dando assim acesso ao
ATP e a proteinas alvo (Lietha et al, 2007).

Uma vez a FAK ativa, o residuo Tyr 397 € imediatamente autofosforilado. De
acordo com este modelo, eventos moleculares responsaveis por induzir o deslocamento do
FERM para o dominio catalitico sdo cruciais para a ativacdo da FAK. Dessa forma,
suspeita-se que a ativacao de parceiros poderia dar inicio ao deslocamento do FERM para o
dominio quinase (Lietha et al, 2007). Embora a natureza destas relacdes ndo esteja
completamente esclarecida, ha evidéncias sugerindo que as integrinas podem ser parte deste
processo. Por exemplo, pequenos peptideos do dominio citoplasmdtico de integrina-B
podem interagir com o dominio FERM da FAK e desencadear sua ativacdo (Schaller et al,

1994; Cooper et al, 2003).
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Em adic¢do, outras proteinas que interagem com o dominio FERM poderiam regular
sua atividade interferindo diretamente na conformacdo auto-inibitéria, como o caso dos
receptores de tirosina quinase, que intermedeiam a ativagdo da FAK através dos fatores de
crescimento (Frame et al, 2010). Entretanto, os detalhes dos mecanismos moleculares
importantes para a ativagdo da FAK por estes receptores ainda ndo estdo bem esclarecidos.

Uma excecdo € a regulacdo da FAK pela Src, que € critica para muitas fun¢des da
FAK. A fosforilagdo do residuo Tyr 397 cria um sitio de ligagdo homologo com a Src
(SH2), que junto com o sitio de liga¢do préximo (SH3) rico em prolina pode interagir com
a Src (Parsons, 2003; Lietha et al, 2007; Schaller et al, 1994). A ativagdo da Src no
complexo FAK/Src leva posteriormente a fosforilacdo dos residuos Tyr576 e Tyr577 dentro
do loop de ativacdo do dominio quinase da FAK, fendmeno conhecido por potencializar a
atividade da FAK (Calalb et al, 1995). Por fim, a atividade da Src fosforila o residuo
Tyr861 e Tyr925 na regidao C-terminal, podendo regular eventos celulares por ligar-se ao

dominio SH2 de proteinas de sinalizagdo (Calalb et al, 1996; Schlaepfer e Hunter, 1996).

1.2.3 - Sinalizacdo da FAK na hipertrofia cardiaca

As células cardiacas sdo irreversivelmente desprovidas de ciclo celular logo apds o
nascimento. Assim, o crescimento subseqiiente neste tipo de célula ocorre
predominantemente através da hipertrofia ao invés da hiperplasia. Estudos utilizando
cardiomidcitos em cultura demonstraram que a super expressaio da FAK aumenta a
expressdao de genes marcadores de hipertrofia (Pham et al, 2000; Torsoni et al, 2003),
sugerindo que a FAK pode ser suficiente para induzir a hipertrofia. Outros estudos

realizados em cardiomidcitos com diminuicdo da expressio de FAK confirmaram sua
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importancia para o crescimento hipertréfico que ocorre em resposta ao estresse
biomecanico (Marin et al, 2008).

O papel da FAK na hipertrofia cardiaca também tem sido investigado em
camundongos com delecdo condicional da FAK cardiaca (DiMichele et al, 2006; Peng et al,
2006). Embora, tais estudos tenham apresentado discrepancias nos resultados, de maneira
geral eles confirmam a hipétese de que a FAK é requerida para adaptar a resposta do
coragdo ao estimulo mecanico. Em um dos estudos os camundongos apresentaram redugdo
dos niveis de proteina FAK no coragdo duas semanas apds o nascimento. Neste modelo, a
delecao especifica da FAK nos cardiomidcitos ndo afetou a estrutura e a fungdo cardiaca
basal. Entretanto apds coarctacdo da aorta ou infusdo de angiotensina Il os camundongos
apresentaram alteracdo na dimensdo da camara, na relagdo do peso corporal/coracdo e nos
niveis de marcadores genéticos de hipertrofia. Além disso, os coracdes destes camundongos
apresentaram aumento da fibrose intersticial, quando comparados aos seus respectivos
controles (Peng et al, 2006).

Em contraste, o outro estudo que gerou camundongos com delecao especifica da
FAK nos midcitos cardiacos, cuja diminui¢do maxima da FAK no corac¢do ocorreu 3 meses
aplOs 0 nascimento, mostrou que houve atenuacdo da resposta hipertréfica de média para
moderada apds constric¢cdo da aorta. Da mesma forma que o modelo desenvolvido por Peng
e colaboradores, nenhuma alteracdo foi encontrada na estrutura ou func¢do do coragdo
desses camundongos no estado basal. Com relacdo a fibrose, verificou-se também que
houve aumento da fibrose perivascular nestes camundongos apds a constricio da aorta
(DiMichele et al 2006).

Em adicdo, nosso grupo utilizou um modelo de silenciamento da FAK induzido por

estratégia de interferéncia siRNA para avaliar a funcdo da FAK na resposta cardiaca por
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sobrecarga de pressdo em camundongos. Os dados indicam que a diminui¢do da FAK
(~70%) nao apenas atenuou o desenvolvimento, mas também reverteu a hipertrofia
ventricular esquerda pré-estabelecida em camundongos coarctados (Clemente et al, 2007).
Isso implica que a FAK € necessaria para o desenvolvimento e manuten¢do da hipertrofia

ventricular esquerda em resposta a sobrecarga de pressdo cronica.

1.2.4 - Sinalizacdo da FAK na insuficiéncia cardiaca

Evidéncias recentes implicam a sinalizacio da FAK no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca mal adaptativa. Aumento nos niveis de expressdo e atividade da FAK
foi demonstrado no ventriculo de ratos com sobrecarga de pressdo cronica (Bayer et al,
2002). Nesse modelo houve uma estreita correlacio entre o grau de hipertrofia e a
expressdo e atividade da FAK durante a transicdo da hipertrofia compensatdria para a
insuficiéncia cardiaca. Notavelmente, embora a FAK fosse detectada no cardiomiodcito de
ambos os grupos: controle e coarctado, grande parte do aumento da expressdo da FAK
ocorreu no intersticio cardiaco, sugerindo que o aumento da expressio da FAK no
intersticio foi derivado da proliferacdo de fibroblastos cardiacos. Além disso, a FAK
também se mostrou aumentada em cardiomidcitos adjacentes a drea de fibrose, implicando
que a ativacdo da FAK nos midcitos também pode contribuir para a deterioracdo de
coracdes de ratos com sobrecarga cronica.

Resultados similares foram obtidos em um estudo do nosso laboratério em
camundongos submetidos a sobrecarga de pressdo (Clemente et al, 2007). Em adicao, o
aumento da expressdo e atividade da FAK também foi encontrado em amostras de coragdes
de pacientes com regurgitacdo da vélvula mitral quando comparados aos coragdes

transplantados de doadores (Lopes et al, 2007). Embora a deteccio da FAK nas amostras
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cardiacas dos controles doadores tenha sido quase exclusivamente restrita aos midcitos
cardiacos, as amostras dos coragdes dos pacientes com insuficiéncia cardiaca a FAK
também foi localizada no intersticio cardiaco. Uma correlacdo positiva foi encontrada entre
o coldgeno e a drea intersticial marcada com anticorpo anti-FAK. Mais que isso, as dreas
coradas com FAK coincidiam com os fibroblastos, indicando que grande parte da FAK
intersticial foi localizada nestas células. Estes dados estdo de acordo com um dos nossos
estudos realizado em camundongos coarctados, indicando que os fibroblastos isolados e
retirados desses animais apos 7 dias de coarctacdo tiveram aumento da expressdao da FAK e
que o estresse ciclico por si foi capaz de induzir a transformacao de fibroblastos cardiacos
em miofibroblastos (Dalla Costa et al, 2010; Clemente et al, 2007).

Além disso, foi mostrado que o silenciamento da FAK atenuou a fibrose intersticial,
reforcando a idéia de que a FAK desempenha papel critico na fibrogénese do miocardio
induzida por sobrecarga de pressdo cronica. De fato, o silenciamento da FAK foi
acompanhado da atenuacdo do coldgeno e da atividade de metaloproteinase (MMP-2)
cardiaca, que sdo determinantes para o remodelamento da matriz-extracelular em coracdes
com sobrecarga mecanica (Iwanaga et al , 2002). A andlise morfoldgica e ecocardiogréfica
indicou que o silenciamento também retardou a progressdo da deterioracdo estrutural e
funcional dos ventriculos hipertréficos.

Embora os dados suportem o papel da sinalizagdo da FAK na deterioracdo de
coragdes com sobrecarga mecanica cronica, eles estdo aparentemente em conflito com as
observacdes realizadas nos camundongos com delecdo especifica da FAK no midcito,
aonde a deficiéncia da FAK predispde o coracdo submetido a sobrecarga crdnica ao
remodelamento mal-adaptativo prematuro. Aparentemente os efeitos contraditérios

poderiam ser relatados pelo fato de que o silenciamento da FAK por siRNA, em contraste
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com o animal com delecdo especifica da FAK para o cardiémiocito, pode atenuar o
desenvolvimento de fibrose além dos cardiomidcitos, melhorando o resultado no ventriculo

esquerdo dos animais com sobrecarga pressorica cronica (Franchini, 2012).

1.3 - Proteinas tirosinas quinases como alvos terapéuticos

A caracterizacdo de processos envolvidos na regulacio individual de componentes
de vias de transducdo de sinais e a integracdo dessas respostas estdo sendo utilizadas para
identificar novas rotas e alvos promissores para intervencao terapéutica. Nesse contexto,
proteinas quinases t€ém aparecido como um alvo atrativo para busca de agentes terapéuticos
relevantes com aplicagdo em diversas doengas (Garcia-Echeverria et al, 2000).

O desenvolvimento de agentes farmacoldgicos com fungdo especifica tem papel
importante em varios aspectos da pesquisa em biologia, bem como para o estabelecimento
de novas estratégias terapéuticas para as doencas. A disponibilidade de agentes inibidores
especificos para moléculas de sinalizacdo pode favorecer o desenvolvimento do
conhecimento sobre a importancia das mesmas nas funcgdes celulares e seu envolvimento na
patogenia de doencas (Cohen, 2002).

Ao longo dos anos, diferentes proteinas tirosina € serina/treonina quinases estao
sendo selecionadas como moléculas candidatas para a descoberta de drogas, baseadas nas
suas atividades e no aumento da expressdo e/ou disfung¢do delas em orgaos e tecidos
especificos, ou através da associacdo delas na transdug@o de sinais e vias do ciclo celular
que tem sido implicado em inimeros processos patolégicos. Como conseqiiéncia destas

N

alteracdes funcionais, a inibi¢do de proteinas quinases em particular deveria levar a
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modificacdo funcional da resposta celular e, em tese, isso deveria levar a modificacdo da
patologia em questdo (Garcia-Echeverria et al, 2000).

Atualmente, as proteinas quinases sdo considerada o segundo grupo mais
importante de alvos para drogas, perdendo apenas para as drogas que atuam nos receptores
associados a proteina G. Os inibidores de proteinas quinases respondem por 30% dos
programas de desenvolvimento de drogas das industrias farmacéuticas (Cohen, 2002;
Vlahovic e Crawford, 2003).

Vale ressaltar que programas dirigidos ao desenvolvimento de compostos inibidores
de proteinas quinases exigem desafios adicionais comparados aos alvos farmacoldgicos
tradicionais, como GPCR e outros ligantes de receptores superficiais, bloqueadores de
canais i0nicos e inibidores de enzimas circulantes. Os inibidores de proteinas quinases
citoplasmaticas devem, por exemplo, penetrar na membrana celular para atingir o alvo de
interesse, sendo assim mais complexos (Anderson et al, 2006).

Nesse contexto, um ndmero consideravel de trabalhos tem relatado a busca de
compostos com atividade inibitoria de proteinas tirosina quinases. Algumas classes de
substancias estudadas sdo os compostos organicos heterociclicos como anilinoquinazolinas
(Vansteenkiste, 2004; Tiseo et al, 2004), quinolinas (Wissner et al, 2000), piridopirimidinas
(Fry et al, 1998) e pirrolopirimidinas (Mellinghoff et al, 2002; Traxler et al, 2004).

A questdao da seletividade, no entanto, costuma ser problemadtica, uma vez que as
tirosinas quinases possuem alto grau de homologia estrutural e sequencial (Fischer, 2004;
Bogoyevitch e Fairlie, 2007). Ainda assim, essas proteinas sdo alvos moleculares
terapéuticos importantes visando o desenvolvimento de fdrmacos. Entretanto, desafios
especificos para essa classe estdo ainda sendo desvendados e investigados (Cohen, 2002;

Anderson et al, 2006).
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Apesar dos obstaculos, alguns grupos t€m logrado sucesso, e inibidores seletivos de
determinadas tirosinas quinases ja sdo comercializados ou se encontram em estudos
clinicos avancgados (Klutchko et al, 2006). Até o presente momento existem 21 anticorpos
monoclonais (mAbs) e 10 inibidores de tirosina quinase (TKIs) que estdo aprovados pela
U.S Food and Drug Administration (FDA) (Johnson, 2009).

No entanto, existem aproximadamente 175 mAbs e 150 TKIs em teste clinico e
muito mais em desenvolvimento que estdo sendo utilizados em testes pré clinicos (Via,
2007; Norman, 2007). Juntos, existem aproximadamente 600 agentes em algum lugar entre
a descoberta e o mercado, com aproximadamente 80% das drogas em desenvolvimento
sendo dirigidas para cancer (Force e Kerkeld, 2008; Chen et al, 2008).

Por fim, muitas dessas drogas estdo contribuindo de forma importante tanto na
sobrevida como também na qualidade de vida de pacientes com cancer. O inibidor de
tirosina kinase (TKI) imatinib, por exemplo, tem revolucionado o tratamento de pacientes
com leucemia mieloide cronica (Druker et al, 1996; Sherbenou e Druker, 2007; Cheng e
Force, 2010).

Além disso, a modulacdo da atividade de proteinas quinases com o propdsito
terapéutico representa uma oportunidade de mercado multi milionario. Estima-se que o
investimento global com terapias dirigidas a inibi¢cdo de quinases em 2013 gire em torno de
$35 bilhdes (Schwartz e Murray, 2011). Apesar do sucesso de alguns inibidores de
proteinas quinases (Gleevec, Rapamicina, Fasudil) no tratamento de doencas, desafios
importantes na drea de desenvolvimento desses farmacos permanecem. Portanto,
compreender melhor o universo de proteinas quinases é uma forma de abrir e explorar
novas oportunidades na busca de inibidores, levando em consideracao maior especificidade

e potencial de inibi¢do em seus alvos (Dar e Shokat, 2011).
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Nos ultimos anos, os estudos com compostos derivados de quinazolinas tiveram
grande progresso no combate das doencas proliferativas como o cancer, baseados
principalmente na propriedade inibidora de tirosina quinases (Marzaro et al, 2012). Sendo
assim, a utilizacdo de quinazolinas é uma estratégia vidvel para o tratamento de doencas

cardiovasculares.

1.3.1 - Inibidores de tirosina kinase (TKIs)

Os inibidores de tirosina quinase (TKIs) sd@o planejados e desenhados para atingir
ambas as classes de tirosina quinases: receptores (RTKs) e ndo receptores (NRTKSs). Os
inibidores dos receptores de tirosina quinases bloqueiam a atividade do dominio
intracelular da quinase. Normalmente o ligante associa-se a um receptor (RTK), dando
inicio a dimerizagdo, propiciando a fosforilacio do dominio quinase, dessa forma ativando
a quinase. A quinase ativada entdo fosforila os substratos abaixo na cascata de sinalizagdao
que finalmente resulta em mudancas, por exemplo, alteracio da expressdo génica e
proliferacdo celular. Os TKIs podem inibir diretamente a fosforilagdo do dominio quinase e
também inibir a fosforilagdo dos substratos localizados na cascata abaixo, desse modo
terminando com a cascata de sinalizacdo. Os TKIs que bloqueiam a sinalizagdo por NRTKs
atingem quinases intracelulares e trabalham de forma similar aqueles que atingem RTKSs

(Chen et al, 2008).

1.3.2 - Tipos de inibidores de tirosina quinase
Os inibidores de tirosina quinases (TKIs) podem impedir a fosforilacdo do substrato

de trés formas (Okram et al, 2006).
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A fosforilagdo de um substrato € dependente da ligagdo de ambos ATP e substrato
para que ocorra a ativagao da quinase. Os inibidores do tipo I (sunitinib) competem com
ATP, ligando-se ao sitio de ATP impedindo a completa ativacdo da quinase. Até o
momento esse € o tipo predominante na clinica. Contudo, estes compostos geralmente sao
pouco seletivos devido a grande conservagdo da estrutura do bolso de ATP nas mais de 500
quinases encontradas no genoma humano, sendo assim, estes, normalmente inibem muitas
quinases. Os inibidores do tipo II (imatinib e nilotinib) ligam-se a duas regides diferentes
da quinase: na regido do ATP e a outra regido adjacente que € acessivel somente no estado
nativo da enzima. Os inibidores do tipo II, desta maneira, ligam-se as quinases € as
mantém no seu estado inativo. Esses inibidores sdo mais potentes e seletivos que os
inibidores do tipo I. Ainda assim, agentes do tipo II normalmente inibem 3 ou mais
quinases. Os inibidores do tipo III (PD98059 e U0126) ligam-se a sitios remotos do sitio de
ATP, como exemplo a regido que reconhece o substrato (bloqueando a ligacao do substrato
a quinase), ou ainda em outras regides das quinases que sdo muito mais divergentes no
genoma. Conseqiientemente, inibidores do tipo III prometem ser muito mais seletivos.
Apesar do potencial em relagdo a seletividade, esses inibidores representam hoje a minoria
dos TKIs em desenvolvimento, devido a dificuldade no desenho e por ndo serem tdo

previsivelmente efetivos como os outros (Chen et al, 2008; Zhang et al, 2009).

1.4 — Quinazolinas
A quimica dos compostos heterociclicos compreende pelo menos metade de toda a
pesquisa na area de quimica organica e forma a base de muitos produtos farmacéuticos,

agroquimicos e veterindrios (Connolly et al, 2005). Na ultima década, por conseqiiéncia de
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uma grande variedade de aplicagdes destes compostos na quimica farmacéutica e
medicinal, a sintese dessas estruturas transformou-se em um alvo importante da quimica
organica sintética (Katritzky, 1996; Undheim e Benneche, 1999; Joule e Mills, 2000;
Katritzky e Pozharskii, 2003).

A investiga¢do de heterociclicos como estruturas privilegiadas na descoberta de
novas drogas é, sem divida, uma das maiores dreas da quimica medicinal, uma vez que elas
representam uma classe de moléculas que atuam como ligantes para os vdrios receptores
bioldgicos com um alto grau de afinidade (Nicolaou et al, 2000; Arya et al, 2001).

Nos ultimos anos, com os grandes avancos na sintese de estruturas heterociclicas, a
literatura tem apresentado mais do que uma classe de compostos biologicamente ativos
(Acharya et al, 2002; Kamal et al, 2001; Branowska et al, 2005; Goswami et al, 2005;
Landreau et al, 2003).

Entre estes, os heterociclicos nitrogenados, 4(3H)-quinazolinonas (1) e quinazolinas
(2) substituidas representam uma classe de compostos (Connolly et al, 2005; Rewcastle et
al, 2000; Mhaske et al, 2006) muito importante do ponto de vista farmacéutico e médico
devido a diversas propriedades bioldgicas, tais como, anticancer (Rewcastle et al, 2000),
diurética (Lyle, 1985), anti-inflamatéria (Matsuda et al, 1998; Kenichi et al, 1985),
anticonvulsiva (Buchanan e Sable, 1972) e anti-hipertensiva (Hibino e Choshi, 2001).

As quinazolinas compdem uma classe farmacoldgica muito atrativa de compostos e
tém se mostrado importantes em varios assuntos. Por exemplo, estdo sendo utilizadas no
tratamento de doengas complexas como cancer. Como conseqiiéncia, esta drea estd sobre
intensa exploracdo, principalmente no aspecto de desenvolvimento e sintese de novas

quinazolinas (Mhaske et al, 2006).
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O interesse na quimica medicinal com derivados de quinazolinonas foi estimulado
no inicio de 1950 com a elucida¢@o da estrutura do alcaldide Febrifugina, que foi efetivo
contra maldria, posteriormente descontinuado devido a toxicidade (Koepfly et al, 1947). A
metaqualona foi sintetizada pela primeira vez em 1951, e € o derivado de quinazolinona
mais conhecido, famosa por seu efeito hipnético-sedativo (Kacker e Zaheer, 1951). A partir
destes dados houve um crescente interesse cientifico nas areas de isolamento, de sintese e
de estudos de propriedades farmacoldgicas de derivados de quinazolinonas (Mhaske et al,
2006).

O maior sucesso envolvendo essa classe de compostos estd reportado na literatura
como inibidores potentes e seletivos da atividade de tirosina quinases da familia de
receptores EGF (Fry et al, 1994; Fry, 1999), enzima chave relacionada ao desenvolvimento
e progressao de tumores em humanos. Além disso, o conhecimento do processo de inibi¢do
dessas enzimas parece ser o caminho para a terapia de muitas doencas, tais como cancer,
diabetes, doengas cardiovasculares entre outras (Woodburn, 1999; Bridges, 2001; Levitzki
e Mishani, 2006; Baselga, 2006).

A etapa de desenvolvimento para descoberta de novos firmacos inclui o
planejamento, a sintese de substancias quimicas inéditas e a validacdo in vitro do composto
como inibidor da atividade enzimdtica, bem como estudos de modelagem molecular e
ensaios bioquimicos e analiticos. O principio de que “moléculas semelhantes devem
apresentar atividades bioldgicas semelhantes” ¢ um dos nortes da quimica medicinal.

De fato, uma estratégia bastante comum no desenvolvimento racional de fairmacos é
a realiza¢do de modificacdes estruturais com bioisdsteros (compostos ou grupos de dtomos
que possuem formatos e volumes semelhantes, aproximadamente a mesma distribuicdo de

elétrons e que exibam propriedades fisicas semelhantes) (Burger, 1991). Segundo He e
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colaboradores (Choi et al, 2006), a classe das pirrolopirimidinas apresenta excelente
capacidade de inibir a FAK (alguns derivados possuem ICsy < 10 nM). Assim, com base no
conhecimento de bioiséteros € possivel propor que andlogos estruturais do grupo
pirrolopirimidinicos tenham capacidade inibitéria semelhante para o mesmo alvo.

O modo de ligacdo de pirrolopirimidinicos com a FAK envolve interacdes com o
grupo N-H da ligagdo peptidica da cisteina-502, ligacdes de hidrogénio e/ou interagdes
10nicas entre o substrato e a lisina-454, bem como outras intera¢des com a arginina-550 e o
aspartato-564 (Choi et al, 2006).

Desta forma, acredita-se ser importante estudar derivados com substituintes com e
sem atomos de nitrogénio na posicdo das estruturas inéditas a fim de se verificar a
importancia de um grupo aceptor de ligacdo de hidrogénio nessa posicdo. Ainda, a
substitui¢do de arilas por outros grupos tais como OH, OCH3, metilpiperidindxi e benziloxi
permitira verificar a importancia dessa regido do substrato com o residuo cisteina-502, uma
vez que o aminodcido apresenta um dtomo de enxofre bastante polarizavel capaz de
interagir com anéis aromaticos através de dipolos induzidos.

Neste contexto, compostos inéditos, com substituintes de naturezas diversas, podem
fornecer possibilidades qualitativa e quantitativamente diferentes de interagdo com a
enzima, permitindo a producdo de substancias com poténcia e seletividades maiores. Além
disso, compostos com estruturas diferentes, podem, em testes toxicoldgicos, apresentar
diferencas vantajosas que permitam o desenvolvimento dos mesmos para uso clinico. O uso
da bioinformatica confirmou que os mesmos residuos citados por He e colaboradores
também fazem interacdes com os novos grupos de compostos sintetizados pelo nosso
grupo, e assim permitiu direcionar a sintese dos novos compostos para serem inibidores da

FAK, com destaque para o BZLO.
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1.5 - Hipétese

A sinalizacdo mediada pela FAK tem papel critico na resposta hipertréfica de
cardiomidcitos e também na ativacdo de fibroblastos cardiacos a estimulos mecanicos.
Inibidores da FAK podem ser alternativas potencialmente promissoras na terapéutica da

hipertrofia cardiaca, como também na progressao para a insuficiéncia cardiaca.
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2.1- OBJETIVO
Avaliar a eficacia da inibicdo da FAK através de um composto inédito derivado de
quinazolina (BZLO) no processo de hipertrofia cardiaca em camundongos submetidos a

coarctagdo da aorta.

2.2- Ojetivos especificos

1- Avaliacdo da hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressdrica cronica em
camundongos previamente tratados com o composto BZLO.

2- Avaliacdo da hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressérica cronica em

camundongos posteriormente tratados com o composto BZLO.
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3- MATERIAIS E METODOS
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3.1 — Materias

Anticorpos: anti-FAK (C-20), anti-pFAK Tyr397 e anti-GAPDH policlonais da Santa Cruz
Biotechnology.

Reagentes: FAK recombinante (Invitrogen) e [g32P] ATP (Perkin Elmer Inc.)

Anestésicos: xilazina 2% (Syntec), cloridrato de Cetamina 10% (Syntec) e tiopental sédico
1,0 g (Cristélia).

Solugdes: solugdo fisioldgica 0,9% (Baxter) e goma ardbica em po pura (Synth).

Animais: camundongos machos (Swiss) de 8-10 semanas, pesando entre 20-30g,
provenientes do Centro de Bioterismo da Unicamp. O uso dos animais foi aprovado pelo
Comité de Etica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-
IB-UNICAMP), sob o protocolo n°2510-1.

Materiais cirtrgicos: fio cirurgico de nylon 7-0 prolene (Ethicon — Johnson & Johnson), fio

ciragico de algodao 4-0 (PolySuture), aguha 26G 1/2 (0,45 x 13 mm), tubo de polietileno

PE-50 (Clay Adams), agulha de gavagem IC 800R (Insight), pingas e tesouras.

3.2 - Compostos quinazolinicos
Os compostos derivados de quinazolina fazem parte do projeto tematico do

laboratério cujo objetivo € o desenvolvimento de agentes terap€uticos com potencial

utilizacdo no tratamento da hipertrofia e insuficiéncia cardiaca.

3.3 - Ensaio in vitro (FAK)
Para medir a atividade da quinase total, foram preparadas 7 amostras diferentes:
1) todas contendo q.s.p 10 ul da solugdo de MOPS (20mM MOPS, pH 7.4, EDTA

50mM, MgCl, 50mM),
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2) todas contendo 0,2uM da FAK — full lenght 125KDa,

3) 1 amostra contendo 3ul da solucao de ATP (50uM ATP diluido em tampao

MOPS) ,

4) todas as amostras contendo [y **P] ATP - 3uCi,

5) uma amostra contendo 3 pl de DMSO,

6) quatro amostras com concentragdes crescentes do inibidor (InM, 10nM, 100nM,
1000nM). Todos os reagentes foram incubados por 30min a 30° C, exceto [y 2p] ATP.
Apos a adicao [y 32p] ATP, os reagentes foram novamente incubados por 30min a 30° C.
Em seguida foi adicionado tampdo da amostra SDS-PAGE 2x. As amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de acrilamida 10% - SDS-PAGE em aparelho de
eletroforese BIO-RAD miniature slab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA). Posteriormente, o gel foi submetido a uma desidratacdo utilizando o
aparelho Gel Dryer — Model 583. A proteina FAK e o ATP foram detectados por
autoradiografia em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). As bandas das

imagens foram quantificadas por densitometria Optica através do software Imaje J.

3.4 - Determinacao dos parametros farmacocinéticos do BZLO apods a administracio
oral em ratos

O composto 4-BZLO [6,7-dimetéxi-4-N-(4"-benzil6xifenil)aminoquinazolina] e o
padrao interno 3-Anis [6,7-dimet6xi-4-N-(3 -metdxifenil)aminoquinazolina] foram
sintetizados conforme descrito na literatura [35,38,56] e suas estruturas quimica estdo
apresentadas na Figura 1. Ambos os compostos apresentaram alto grau de pureza (> 99%
por andlise elementar, HPLC, massas e RMN de 1H e 13C). Todos os solventes e reagentes

utilizados neste estudo eram de grau HPLC. A &4gua foi purificada e deionizada em um
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sistema Milli-Q-UF (Millipore, Milford, Mass, USA) e usada em seguida em todas as
solucdes aquosas. A acetonitrila foi obtida da Tedia (Sao Paulo, SP, Brazil) e o
cloroférmio, o dimetilsulféxido (DMSO) e o acetato de amo6nio foram obtidos da VETEC
(Sdo Paulo, SP, Brazil). A fase modvel usada no sistema de HPLC foi filtrada a vacuo
através de um filtro de 0,45 um (Millipore, Milford, Mass, USA). O valor do pH do tampao

acetato de amonio (0,1 M, pH 7,2) foi ajustado através da adicao de hidréxido de amdnio

(0,01 M).
O N
HyC”™ \W _0 N
H5C N
o HaC_ N

BZLO 3-ANIS

Figura 2- Estruturas quimicas do BZLO e do composto usado como padrao interno 3-Anis.

3.4.1 - Condi¢des Cromatogréficas
As andlises cromatograficas foram realizadas em um equipamento Alliance série
Waters 2695 (Milford, Mass, USA), equipado com bomba quaterndria, injetor e

desgaseificador automaticos e detector espectrofotométrico UV-Vis (PDA) série Waters
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2996. A separacdo dos compostos (BZLO e 3-Anis) foi realizada, a temperatura ambiente,
em uma coluna cromatografica de fase reversa OmniSpher C18 (250 mm x 4.6 mm de
diametro interno € 5 pm de tamanho de particulas) protegida com uma pré-coluna
ChromoSep SS (10 mm x 3 mm) (ambas obtidas da Varian, CA, USA). A fase mével usada
para promover a separacdo cromatografica foi composta de 70% de acetonitrila e 30% de
tampdo acetato de amonio (0,1 mol L' e pH 7,2) (v/v). A fase mével foi preparada
diariamente e filtrada em um sistema a vacuo através de um filtro de 0,45 pm (Millipore,
Milford, Mass, USA). A coluna foi equilibrada e eluida sobre condi¢des isocréticas,
utilizando uma faixa de fluxo de 1.0 mL/min. O comprimento de onda méximo de detec¢dao
do BZLO e do padrdo interno 3-Anis foi estabelecido em 340 nm e o tempo total de corrida

para cada amostra foi de 8 minutos.
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Figura 3- Cromatograma representativo da andlise de uma amostra de plasma de rato
Wistar contendo o 4-BZLO (25 uM) e o composto 3-Anis (1,10 uM) como o padrao
interno.
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O controle do sistema, a aquisicdo e o processamento dos dados foram realizados
através de um computador PC-Pentium IV da Dell, que operou com o programa Microsoft
Windows XP Professional versdo 2003 e com o programa cromatografico Empower 2002.
Os gréficos de calibragdo foram calculados através de andlise de regressdo linear da razdo
da area do pico do 4-BZLO pela area do pico do padrio interno 3-Anis (4-BZLO/3-Anis)
(eixo y) versus a concentracdo do padrdo nominal do 4-BZLO (eixo x), utilizando o
programa Excel versdo 2003. As amostras de plasma de ratos (Wistars machos) de
concentracdo zero (branco) foram obtidas para se verificar visualmente a pureza dos
reagentes € a potencial interferéncia de substincias enddgenas nas andlises, mas ndo foram

consideradas na andlise de regressao linear dos padrdes de calibragdo.

3.4.2 - Preparacgdo das solucdes estoques, padrdes e controles de qualidade

As solucdes estoques de 4-BZLO e do padrdao interno 3-Anis foram preparadas,
independentemente em duplicatas, pela dissolucdo de 3,89 mg de 4-BZLO e 3,11 mg de 3-
Anis em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), para se obter uma concentracao de 10 mmol L
' As solugdes foram mantidas a 4°C, em frascos de vidro, por um periodo ndo superior a 4
semanas.

Uma solugdo composta de 50% de acetonitrila e 50% de tampao acetato de amonio
0,1 mol L' e pH 7.2 (50:50, v/v) foi usada para diluir as solucdes estoques de 4-BZLO para
uma concentracio de trabalho de 500 umol L. As solugdes estoques do padrdo interno (3-
Anis) foram diluidas, em acetonitrila, para uma concentragdo de trabalho de 50 pmol L. A
partir da solugdo de 500 umol L™, diluicdes seriadas do 4-BZLO em plasma heparinizado

de ratos (Wistar machos) foram geradas as seguintes amostras usadas para preparar oS
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pontos da curva de calibragdo: 0.25, 0.50, 1.00, 2.50, 5.00, 10.00, 25.00, 50.00 e 100.00
umol L. Com cada corrida analitica, estes padrdes de calibracio foram preparados em
triplicatas. As amostras do branco de plasma (sem droga e padrdo interno) e do plasma com
o padrao interno 3-Anis foram também preparadas.

Grupos de amostras de controles de qualidade (CQs) foram preparados,
independentemente em plasmas heparinizados, em valores de concentragdes de 0,50, 1,50,
3,00, 45,00 e 90,00 umol L. No entanto, estes controles de qualidade foram preparados a
partir de uma solugdo estoque diferente (pesagem separada do 4-BZLO) daquela usada para
gerar as amostras da curva padrdo. Estas amostras foram utilizadas para monitorar as

variacgOes intra- e inter-corridas analiticas.

3.4.3 - Preparacdo das Amostras

Antes da injecdo dos padrdes de calibracdo, dos controles de qualidade e das
amostras de plasmas com concentracdes desconhecidas, realizou-se os procedimentos de
desnaturacgdo e precipitacdo das proteinas do plasma e, em seguida, a extracdo do 4-BZLO e
do padrdo interno 3-Anis. Assim, para a determinacdo dos niveis de concentracdo do 4-
BZLO em plasma de ratos, foi transferido um volume de 100 pL de cada uma das amostras
(com concentragdes conhecidas e desconhecidas) para tubos de ensaio limpos (100 x 14
mm) e a este volume foram adicionados 30 pL de uma solugdo 50 pmol L™ do padrio
interno 3-Anis (a diluicdo proporcionou uma concentragio de 1,10 pmol L™).

O procedimento de desnaturacdo e precipitacdo das proteinas envolveu a adi¢do de
500 pL de diclorometano as amostras de plasma e agitacdo da mistura através de um vortex

por aproximadamente 10s. Apds 10 minutos, o diclorometano foi evaporado, a secura, em
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banho-maria na faixa de 50-60°C. Os residuos foram reconstituidos pela adicao de 200 uL
de acetonitrila e 200 uL de tampdo acetato de aménio (0,10 mol L™'; pH 7,2). As amostras
foram agitadas (Vortex) por aproximadamente 30s e, entdo, os sobrenadantes foram
transferidos para tubos plésticos (Eppendorfs) para a separacdo do precipitado de proteinas
desnaturadas. Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacdo (8000 rpm, 5
min.) em microcentrifuga (Eppendorf, Hamburg, Germany). Finalmente, foram transferidos
100 pL. de cada solugdo para os “vials” e aliquotas de 40 pL dos extratos reconstituidos
foram injetadas para a andlise no equipamento de HPLC.

Os parametros farmacocinéticos foram determinados conforme as recomendacgdes da
literatura [53a-d]. O pico da concentragdo maxima (Cpsy.) € 0 seu tempo  (Thax.) foram
obtidos diretamente dos dados originais. As constantes de velocidade de absorcdo (k,) e
eliminacdo (k) foram obtidas das curvas residual (slope residual) e da porcdo terminal
(slope terminal) do perfil de concentragdo plasmatica, respectivamente. Os tempos de meia
vida de absorcdo (tj,) € de eliminagdo (ti;xe) foram obtidos a partir de suas respectivas
constantes, de acordo com a férmula ty,= In (2)/k. O valor de AUCy.2160 min foOi calculado
através da regra do trapézio entre o primeiro ponto (0 min) e o ultimo tempo de
amostragem (2160 min). O clearance total foi determinado pela divisdo da dose pelo

AUCy2160 min. O volume de distribuicdo total foi calculado pela divisao da dose (100

mg/Kg) pela concentracdo méaxima.

3.4.4 - Aplicacido do método in vivo

Para demonstrar a aplicacio do método de HPLC/UV e determinar a

biodisponibidade oral do BZLO em plasma de ratos foram utilizados ratos (n=12), machos
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(wistar), pesando entre 200-300 (g) que foram escolhidos aleatoriamente de lotes
provenientes do biotério central da Unicamp (CEMIBE). O volume administrado por
animal foi de 1 mL da formulacdo (100 mg/Kg de BZLO diluidos em goma ardbica 10%)
por gavagem.

Obs: O cdlculo da dose administrada nos ratos foi feito pela média do peso corporal

do grupo de forma que todos os animais recebessem 1ml da suspensao.

3.4.5 — Procedimento cirurgico e coleta das amostras

No dia anterior ao experimento de biodisponibilidade os ratos foram pesados e
anestesiados com associacdo de ketamina (100 mg/Kg) e xilazina (20 mg/Kg), por via
intraperitonial (i.p). Apds anestesia, a artéria femoral direita foi dissecada e canulada com
cateteres de polietileno P10 (BD — Becton Dickinson), em seguida, a canula foi
exteriorizada no dorso do animal. A coleta de sangue através da canula aconteceu 24hs
apos a recuperagdo do procedimento cirtrgico.

No dia seguinte, as coletas de sangue foram realizadas seguindo a metodologia
abaixo:

A coleta inicial (basal - branco) de sangue foi realizada com 20 minutos de
antecedéncia da administracdo do composto BZLO; as demais coletas foram realizadas nos
tempos de: 20 min, 40min, 1h, 1:30h, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h e 36 horas apds a administragao
do composto BZLLO. Em cada coleta foram retirados aproximadamente 300 uL de sangue.
O mesmo volume de solucao salina 0,9% (Baxter) foi injetado lentamente na mesma canula
ap6s o término de cada coleta para reposicdo da volemia. O sangue foi heparinizado (10ul

de heparina por tubo), armazenado em gelo e por fim centrifugado a 4°C por 5 minutos a
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4000 r.p.m. para a obtencdo do plasma. As amostras de plasma foram armazenadas no

biofreezer a -20°C até a andlise de biodisponibilidade (por no maximo 30 dias).

3.5 - Modelo de coarctacio da aorta em camundongo

O modelo de sobrecarga de pressao foi induzido pela técnica de coarctagdo da aorta.
Para isso, os camundongos foram pesados e anestesiados por via intraperitoneal (i.p) com
mistura de ketamina (100 mg/Kg) e xilazina (20 mg/Kg). Em seguida, faz-se uma incisao
na cavidade tordcica na altura do segundo espaco intercostal esquerdo para facilitar a
visualizagdo e permitir a dissecacdo da crossa da aorta. Apos dissecar e isolar a crossa da
aorta foi realizado uma constricdo na aorta com fio de sutura 7-0 (Ethicon — Johnson &
Johnson) usando como referéncia da constricio o didmetro de uma agulha 26G (BD),
utilizada como guia. Depois do procedimento cirtrgico, a cavidade tordcica foi fechada e
apos recuperacdo da anestesia os camundongos foram acomodados em gaiolas. Os
camundongos controles foram submetidos a cirurgia ficticia (sham), com abertura da

cavidade tordcica, porém, sem constricao da crossa da aorta.

3.5.1 - Grupos experimentais

Camundongos heterogénicos (Swiss), machos, adultos, com idade entre 8 e 10 semanas,
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB), Campinas — SP, foram
tratados com o composto BZLO ou veiculo (goma ardbica - 10%), por via oral na forma de
gavagem. A administracio do composto foi realizada diariamente na dose tUnica de
30mg/Kg, respeitando a média do peso corporal e o volume de 200ul por animal do veiculo
ou da formulacdo (BZLO + goma ardbica 10%). Os camundongos foram pesados 2 vezes

por semana e quando necessdrio era feito o ajuste da dose, garantindo que todos os animais
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recebessem a mesma dose. Os grupos foram divididos conforme a descricdo e o
planejamento experimental abaixo;

Grupo - Preventivo (15 ou 30 dias). Um dia antes da coarctagao da aorta (TAC) ou da
cirurgia ficticia (Sham) os camundongos receberam o tratamento com o BZLO (30mg/Kg +
veiculo) ou apenas o veiculo (goma ardbica 10%) por gavagem. Assim, os grupos foram
definidos da seguinte forma (Sham + veiculo, TAC + veiculo, Sham + BZLO e TAC +
BZ1L.O). A administracio do composto prosseguiu durante 15 dias ou 30 dias,
respectivamente.

Grupo - Curativo (15 ou 30 dias). Apés 15 dias da cirurgia de coarctacdo da aorta
(TAC) ou cirurgia ficticia (Sham) os camundongos receberam o tratamento com o BZLO
(30mg/Kg + veiculo) ou apenas o veiculo (goma ardbica 10%) por gavagem. O grupo
curativo foi dividido da mesma forma (Sham + veiculo, TAC + veiculo, Sham + BZLO e
TAC + BZLO). O composto (BZLO) foi administrado 15 dias apds o procedimento

cirargico e prosseguiu por mais 15 ou 30 dias, totalizando 30 e 45 dias de durag@o.
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Planejamento Experimental

Preventivo (15 e 30 dias)

- Sham + Veiculo/BZLO
- TAC + Veiculo/BZLO

Gavagem (veiculo ou droga) Eco + cirurgia Sham ou TAC

Ecocardiografia
Hemodinamica
Gravimetria
Westen blotting
Histologia

0 - dia . 1° dia

t GAVAGEM

| |

Curativo (15 e 30 dias)

- Sham + Veiculo/BZLO
-TAC + Veiculo/BZLO

Eco + cirurgia Sham ou TAC Gavagem (veiculo ou droga)

Ecocardiografia
Hemodinamica
Gravimetria
Westen blotting
Histologia

1° dia . 15 ° pés cirurgia

t GAVAGEM

! !

Figura 4- Planejamento experimental do estudo.

3.5.2 - Ecocardiografia

Para avaliar a funcdo cardiaca e a espessura do ventriculo esquerdo os camundongos

foram submetidos ao exame de ecocardiografia em modo-M (bidimensional), utilizando o

aparelho HD-11 Philips com transdutor linear 12 MHz. Para isso, os animais foram
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anestesiados com a mistura de ketamina (100mg/kg) e xilazina (Smg/kg). O exame teve
inicio 5 minutos ap6s aplica¢do do anestésico. Cortes transversais do ventriculo esquerdo,
na altura dos musculos papilares, foram feitos para mensurar a espessura do septo
intraventricular, da parede posterior e o didmetro diastélico no final da didstole e diametro
sistélico no pico da sistole. Cada medida foi repetida 3 vezes com arquivo fotografico das
mesmas.
Os valores de massa (M) do ventriculo esquerdo (mg) foram calculados pela férmula:

M= [(DDVE+Septo+Parede posterior)3 - DDVE3] * 1,055

Os valores de fracao de encurtamento (FS%) foram calculados pela férmula:

%FS= (DDVE-DSVE)/DDVE * 100

Os valores de volume de eje¢ao (SV, em pL) foram calculados pela formula:

SV= (DDVE’-DSVE’)/DDVE’

Onde:

DDVE: diametro diastélico final do ventriculo esquerdo,

DSVE: diametro sistdlico final do ventriculo esquerdo.

3.5.3 - Avaliacdo hemodinamica

Apds o exame de ecocardiografia, os camundongos foram submetidos a avaliacdo
da pressao arterial da femoral e da carétida, assim foi possivel obter o valor do gradiente de
constricdo da aorta. Para isso, nos inserimos cateteres de polietileno (PE-10) na artéria
carétida e femoral direita, os quais foram acoplados a transdutores de pressao Power Lab
4/30 (ADInstruments- AUS). A amplificacdo do sinal de pressdo arterial foi realizada pelo
amplificador ML221 (Bridge Amp), acoplado a um conversor analdgico-digital, conectado

a um computador contendo o programa LabChart 6 (ADInstruments - AUS) que
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possibilitou a monitoracdo continua da hemodinamica, gravacdo e andlise dos dados. Os
registros hemodinidmicos foram realizados em todos os grupos; preventivos (15 ou 30 dias)

e curativos (15 ou 30 dias) no final do periodo experimental.

3.5.4 - Gravimetria

Finalizados os registros das pressdes arteriais os camundongos foram sacrificados
para obtencdo dos valores gravimétricos e para as avaliacOes subsequentes; (western
blotting e histologia). Os coragdes foram extraidos e as duas camaras (VD e VE) foram
separadas e pesadas. Os valores das medidas do VE foram normalizados pelo peso corporal

e assim obtivemos o indice de hipertrofia cardiaca do ventriculo esquerdo (IMVE).

3.5.5 - Histologia

Para a andlise morfométrica e de fibrose, ventriculos direitos de camundongos
foram fixados em formalina 10% por 24 horas e sec¢Oes histologicas foram
desparafinizadas, hidratadas e coradas com tricromico de Masson, conforme protocolo
abaixo:

1. Hematoxilina de Groat — 5 a 10 minutos

2 .Lavar em agua corrente e depois em dgua acidificada 1%

3. Rouge Malloty — 10 a 15 minutos

4. Lavar em 4gua acidificada 1%

5. Passar em 4cido fosfomolibdico 10%

6. Passar em 4gua acidificada 1%

7. Verde luz — 13 a 15 minutos
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As secgoes foram desidratadas, montadas em balsamo sintético Entellan e
observadas em microscépio de luz convencional. Oito campos por secc¢ao foram
digitalizados na magnitude de 400x. Os didmetros de 60 midcitos cardiacos foram
mensurados ao acaso, utilizando-se uma régua calibrada acoplada ao microscépio. As dreas
de fibrose, indicadas pela coloracao verde, foram quantificadas pelo software Bio Color
Scanner 2 Pro. Os dados de fibrose sdo apresentados como a razdo entre a area do

intersticio e a area total do miocardio.

3.6 - Western Blotting
3.6.1 - Extracdo de proteinas totais

Ao final da avaliacio hemodindmica os camundongos foram sacrificados com
xilazina 2% por via intravenosa (i.v). A cavidade tordcica foi exposta e o ventriculo
esquerdo foi rapidamente removido e homogeneizado em tampdo de extracdo (100mM
Tris-HCI1 pH 7.4; 100mM pirofosfato de sédio; 100mM fluoreto de sédio; 10mM EDTA;
10mM ortovanadato de s6dio; 2mM PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) a
4°C usando o homogeneizador tipo Polytron. Apds 30 minutos de incubacdo em gelo, os
homogenatos foram centrifugados a 4°C, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o
material insolivel e o sobrenadante utilizado para os ensaios. A determinacdo da
concentracao total de proteinas do sobrenadante foi feita pelo método de Bradford, 1976.
Apos quantificagdo das proteinas, 400uL de amostra acrescida de 100uL. de tampao de
Laemmli (37,5g/L Tris-base; 2% SDS; 25% p-Mercaptoetanol; 10% glicerol e 0,01%
bromofenol) foram aquecidos a 95°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer para

posterior andlise das proteinas por western blotting.
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3.6.2 - Western Blotting do VE de camundongos

Quantidades iguais de proteinas foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE em gel
de acrilamida 10% em tampao de corrida (4X: 200mM Tris-HCI; 7,18mM EDTA; 0,4%
SDS; 1,52M glicina). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana de
nitrocelulose foi realizada por 90 minutos a 120V, utilizando tampao de transferéncia
(25mM Tris-HCl; 20% metanol; 0,02% SDS; 192mM glicina).

As membranas foram incubadas por 45minutos em temperatura ambiente com
tampao de bloqueio (5% leite em p6 desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween
20) para minimizar ligacao inespecifica dos anticorpos. Em seguida, foram lavadas por 15
minutos em soluc¢ao basal (10mM Tris-HCI; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20).

Para a imunomarcacdo, as membranas foram incubadas com os anticorpos
policlonais anti-FAK, fosfo-FAK, GAPDH (diluicdo 1:1000) em tampao de anticorpo (3%
leite em p6 desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) durante 12 horas, a
4°C. Apo6s serem lavadas por 15 minutos em solucdo basal, as membranas foram incubadas
utilizando o kit de deteccdo SuperSinal west Pico Chemiluminescent Substrate de acordo
com o protocolo do fabricante, as bandas correspondentes as proteinas especificas foram
detectados por equipamento foto documentoador ImageQuant 350 (GE Healthcare). As

bandas dos filmes foram quantificadas por densitometria dptica através do software Imaje J.

3.7 - Estatistica
Os resultados obtidos foram apresentados como média + erro padrdo. Os valores
foram comparados empregando-se ANOVA (one way), seguida pelo teste post hoc de

Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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O planejamento e sintese de compostos quinazolinicos inibidores de FAK utilizados
no presente estudo € parte de linha de pesquisa do laboratério que visa o desenvolvimento
de farmacos para utilizacdo terapéutica da hipertrofia e insufici€éncia cardiaca. Nesse
sentido € importante ressaltar que um total de 140 compostos foram planejados e
desenhados baseados no farmacéfaro quinazolina (familia 1,3-diazanaftaleno) objetivando
a inibi¢do da FAK (quinase de adesdo focal). Dentre esses foram selecionados 8 agentes
que possivelmente poderiam ser inibidores potenciais da FAK, levando em consideracio os
estudos de docking molecular e parametros de biodisponibilidade oral. O passo seguinte do
estudo envolveu a validagdo dos compostos na inibi¢do da FAK. Para isso, nos inicialmente
testamos os compostos em um modelo in vitro. Dessa forma, foi possivel verificar a
eficacia e determinar o ICsy (concentragdo de inibicdo de 50% da enzima) de cada
composto. Assim, foi selecionado o 6,7-OMe-4’-BZLO - abreviado para BZLO. Como o
foco principal do estudo foi utilizar um inibidor da FAK no modelo de hipertrofia cardiaca
induzida por coarctacio da aorta em camundongos e, tendo em vista que o composto seria
administrado por gavagem, avaliamos posteriormente alguns padroes de farmacocinética
(biodisponibilidade oral) do BZLO como: absor¢do, concentracdo plasmatica e tempo de
meia vida (;12). Contudo, € importante lembrar que somente o teste para a determinacao da
farmacocinética do BZLO foi realizado em ratos (Wistar), devido as limitacdes técnicas do
uso de camundongos. A andlise do plasma de camundongos no final do periodo
experimental confirmou da mesma forma que nos ratos a presenga do composto apds 24
horas da administracdo na dose de 30mg/Kg. Dessa forma, os resultados foram organizados
da seguinte maneira; (1) ensaio in vitro com ATP radioativo e a enzima purificada (FAK);
(2) farmacocinética do BZLO em ratos Wistar e (3) efeito do BZLO no modelo in vivo de

camundongos submetidos a coarctagdo da aorta e tratados com o composto BZLO.
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4.1 - Ensaio in vitro (FAK)

O ensaio de ATP radioativo (in vitro) foi utilizado na verificagdo da eficacia do
composto (BZLO). O resultado apresentado na figura 5 sugere que o composto foi capaz de
inibir a atividade da FAK em 50% na concentracdo de InM. O composto foi testado em
concentracdes crescentes variando entre 1 nM e 1000 nM, sendo que a menor concentracao
demonstra potencial para inibicdo da FAK em 50% e a maior concentragao 1000nM, indica

uma provéavel inibicao de 85%.

F'YFAK —— —— i - - 125 kDa
85%
[ 75%
150~ | 65%
| s0%
1004
504
u-
') N D ,\@

Figura 5- Resultado do ensaio para quinase (FAK) com ATP radioativo para o composto
BZLO.
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4.2 - Avaliaciao da biodisponibilidade oral do composto BZLO em ratos

A figura 6 e a tabela 1, apresentam o perfil da concentracdo sérica do composto
derivado de quinazolina (BZLO) em plasma de ratos (em pmol L'l) versus tempo (em
horas) das amostras coletadas apds administracdo por gavagem (solucdo aquosa de goma
ardbica 10% como agente de suspensdo da substancia BZLO) em dose tnica de 100 mg/kg
em ratos de aproximadamente 250 gramas.

As determinacdes dos parametros farmacocinéticos do composto BZLO foram feitas
de acordo com métodos previamente descritos (Athani et al, 1990; Makoid e Cobby, 1996;
Grabielson e Weiner, 2000; Abdel-Rahman e Kauffman, 2004).

Inicialmente, foi estabelecido o método de HPLC (High-performance liquid
chromatografy) em amostras padroes que foram usadas como controle de qualidade. Em
seguida, determinou-se o perfil da concentracdo plasmdtica do composto em funcdo do
tempo. A figura 6 mostra a detec¢cdo do composto (BZLO) no plasma de ratos, sendo que
ap6s 20 minutos de sua administragcdo o composto foi detectado. A concentracio méxima
(Cmix) do BZLO detectada foi de 66,27 pmol L' no periodo de 360 minutos (Tpx), sendo
que o composto ainda permaneceu no plasma por um periodo superior a 36 horas.

Alguns parametros farmacocinéticos, considerando dose oral, foram determinados.
O BZLO apresentou boa absor¢cdo com valor de tjp, de 58 minutos e velocidade de
eliminacdo lenta com valor de t; de 347 minutos. O valor para 0 AUCy2160min fo1 de
74618 pmol L' min." (28 mg mL" min.™). O clearance total foi estimado em 3,57 mL kg
min.”' e o valor do volume de distribui¢ao (dose/Cyax) foi de 4,02 L/Kg. Com isso, os

resultados indicam que o composto BZLO possui boa absor¢ao, taxa de eliminacdo lenta e
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boa distribuicdo, sugerindo que o composto possui propriedades farmacoldgicas

interessantes.

BZLO

BZLO (uM)

0 6 12 18 24 30 36
tempo (horas)

Figura 6- Perfil da concentracio sérica do BZLO em plasma de ratos (em pmol L) versus
o tempo (em horas) de coletas, ap6s a administracdo por gavagem de uma dose tnica de
100 mg/Kg suspensa em solugdo aquosa de goma ardbica 10%.

A tabela 1 abaixo indica os tempos e os valores da concentracio sérica do BZLO na

dose de 100mg/Kg administrado por gavagem ao longo do tempo (36 h) em ratos.
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Tempo (horas) 4-BZ1.O (N=6 animais)

(umol.L'")

0 0,00 + 0,00
20 min 20,95 +4,27
40 min 32,20 + 8,81
1h 32,79 + 12,49
1% h 43,50 + 20,58
2h 42,28 15,20
4h 60,65 + 15,94
6h 66,27 + 10,96
8h 65,52 + 11,08

Tabela 1- Niveis de concentra¢do sérica do BZLO no plasma de ratos. Valores
médios erros padrdes da concentracdo sérica do 6,7-Dimet6xi-4-BZ1LO ao longo do
tempo (horas).

4.3 - Efeito do BZLO no tratamento da hipertrofia do ventriculo esquerdo em
camundongos

O modelo de coarctagdo da aorta em camundongos € utilizado rotineiramente em
nosso laboratorio. A técnica leva a hipertrofia do VE devido ao aumento da resisténcia ao
fluxo sanguineo na aorta e, posteriormente, progride para a insuficiéncia cardiaca. Neste
estudo, avaliamos a intensidade da sobrecarga de pressdo por meio da andlise do gradiente
de pressdo sistdlico de constric¢do em camundongos anestesiados. As alteracdes estruturais
e funcionais originadas do modelo de coarctacdo foram avaliadas por meio da anélise de
parametros de hemodindmica, ecocardiografia, gravimetria e histologia. A expressido e
atividade da FAK no miocardio foram avaliadas por western blotting utilizando anticorpo

especifico anti-FAK e anti-pFAK (Tyr 397).
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Para avaliar a eficidcia do composto BZLO no tratamento da hipertrofia cardiaca
proveniente do modelo de coarctacdo da aorta, os camundongos foram divididos em 2
grupos, preventivos (15 e 30 dias) e curativos (15 e 30 dias), submetidos a coarctagcdo da
aorta TAC (Transverse aortic constriction) ou a cirurgia ficticia (Sham) e ao tratamento
com o composto (BZLO) e/ou veiculo (goma ardbica 10%). Ambos, o composto e/ou
veiculo foram administrados por gavagem diariamente na dose tnica de 30mg/Kg diluido
em goma arabica 10%, respeitando sempre o mesmo hordrio. O grupo preventivo recebeu o
composto um dia antes do processo cirtirgico e foi tratado durante 15 ou 30 dias. J4 o grupo
curativo, o tratamento com BZLO ou veiculo foi iniciado 15 dias apds o processo cirtirgico
e se estendeu por mais 15 ou 30 dias, totalizando 30 ou 45 dias de experimento,

respectivamente.

4.4 — Grupos Preventivos (15 ou 30 dias)
A Tabela 2 (preventivos - 15 ou 30 dias) reine os dados obtidos pela avaliagdo
hemodinamica, ecocardiografica e morfométrica de coracdes de camundongos submetidos

ou ndo a coarctagdo da aorta e ao tratamento como o BZLO.
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Tabela 2- Avaliacio hemodinamica, ecocardiogrifica e morfométrica de coragdes de camundongos submetidos a coarctagdo da aorta

Preventivo Preventivo
Grupo - 15dias Sham + Veiculo Tac + Veiculo Sham +BZLO Tac+BZLO Grupo-30dias Sham + Veiculo Tac+ Veiculo Sham+BZLO Tac + BZLO
Numero 10 15 9 12 16 13 13 13
Hemodinamica Hemodinamica
PAS ¢; (mmHg) 124+ 4 164 £ 5* 123 +4 169 £ 4* 114+3 163 £ 7* 107 +3 162 + 8*
PAS e (mmHg) 93+4 96 +4 98+6 102+5
GrS (mmHg) 71 £ 5* 72 + 4* 65 + 5* 60 + 6*
Ecocardiografia Ecocardiografia
DDVE (mm) 3.9+0.06 3.6 £0.06 3.9+0.07 3.7+£0.06 3.8+0.07 3.9+0.10 3.8+0.08 3.9+0.10
DSVE (mm) 2.3+0.09 2.1+0.08 2.3+0.10 2.0+ 0.08 2.3+0.09 2.4+0.16 2.3+0.06 2.3+0.11
EPVE (mm) 0.51+0.01 0.65 + 0.02* 0.50+0.01 0.58 £0.01*+ 0.52+0.01 0.68 £ 0.01* 0.51+0.01 0.60 £ 0.02*%
FS (%) 40+1.7 43+1.5 41+1.9 45+1.7 41+1.6 38+3.2 40+ 0.9 43+1.9
Volume ejegdo 0.78 £ 0.02 0.81+0.01 0.79 £ 0.02 0.83£0.02 0.79 £ 0.02 0.74+0.03 0.79£0.01 0.81£0.02
(ml)
Morfometria Morfometria
Peso corporal 37+0.9 35+0.5 37+0.9 36+0.4 37+0.7 40+0.8 37+0.8 38+1.1
IMVE (mg/g) 2.8+0.04 3.8 £+ 0.09* 2.9+0.09 3.4+ 0.06*+ 2.8+ 0.06 4.1+0.16* 2.8 +£0.07 3.6 £ 0.14*+
DCM (um) 9.0+ 0.37 13.0 £ 0.48* 9.0+0.34 10.0 £ 0.37% 10.0 £ 0.52 16.4 £ 0.63* 10.0£0.63 13.4+0.46*t
Al (%) 2.0+0.3 6.3 +0.4* 1.6+0.2 3.3+0.3t# 2.1+0.4 8.4+ 0.87* 1.5+0.2 4.7 £ 0.67#

Grupos - Preventivos (15 e 30 dias). Camundongos submetidos a cirurgia ficticia tratados com veiculo (Sham + Veiculo) ou BZLO (Sham + BZLO) e camundongos coarctados
tratados com veiculo (TAC + Veiculo) ou BZLO (TAC + BZLO), receberam o tratamento por gavagem 1 dia antes do procedimento cirurgico e por mais 15 ou 30 dias,
respectivamente; PAScrt, pressdo arterial sistdlica aferida na carétida, PASgg, pressao arterial sistdlica aferida na femural; GrS, gradiente sistélico; DDVE, didmetro diastdlico
do VE; DSVE, didmetro sistélico do VE; EPVE, espessura da parede do VE; FS, fracdo de encurtamento do VE; Volume de ejecdo do VE; IMVE, indice de massa do VE;

DCM, diametro do cardiomidcito; Al, area do intersticio. *P<0,05 vs Sham + Veiculo e Sham + BZLO. 1P<0,05 vs TAC + Veiculo. #P<0,05 vs Sham + BZLO



4.4.1 - Hemodinamica

A avaliacdo da pressdo arterial e determinagdo do gradiente sistolico (diferenca

entre pressdo sistolica da cardtida e da femoral) indicou que ambos 0s grupos

preventivos (15 e 30 dias) apés a coarctagdo da aorta apresentaram gradiente sistélico

variando entre 60 e 75 mmHg e ndo houve diferenca entre os grupos ( Tabela 2, Figura

7 e 8). Estes resultados mostram que os camundongos estavam coarctados.
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Figura 7- Anélise hemodinamica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO, TAC
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Griaficos de barras indicam os valores médios da pressdo arterial sistdlica aferido na
carétida (PAScr). *P<0,05 vs Sham + Veiculo e Sham + BZLO.
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Figura 8- Andlise hemodinamica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO, TAC
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Griaficos de barras indicam os valores médios dos gradientes sistélicos (GrS). *P<0,05
vs Sham + Veiculo e Sham + BZLO.

4.4.2 - Ecocardiografia

Os camundongos coarctados durante 15 e 30 dias, tratados com veiculo (TAC +
Veiculo) ou com BZLO (TAC + BZLO), ndo apresentaram diferenca no didmetro
diastélico do VE (DDVE) e sistdlico do VE (DSVE) quando comparados aos controles
(Sham + Veiculo) e (Sham + BZLO), indicando que nao houve dilatacdo da camara
cardiaca (Figura 9 e 10).

A avalicdo feita por ecocardiografia mostrou (Figura 11) que a coarctagdo da
aorta induz o aumento da espessura da parede posterior do VE (EPVE) apés 15 e 30
dias. Os camundongos coarctados por 30 dias apresentaram a medida da EPVE ainda
maior conforme esperado nesse modelo. As mesmas figuras sugerem que o tratamento
com o BZLO (TAC + BZLO) atenuou o aumento da espessura da parede posterior do

VE (EPVE), induzido pela coarctacdo da aorta em ambos os grupos (15 e 30 dias).
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Verificou-se também que ndo houve diferencga na fragdo de encurtamento (FS%)

entre os grupos (Figura 12), indicando que a hipertrofia cardiaca ainda se encontrava em

um estdgio compensatorio.
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Figura 9- Andlise ecocardiogrifica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO;
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Gréficos de barras indicam os valores médios do DDVE (diametro diastélico final do

VE).
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Figura 10- Andlise ecocardiogrifica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO;
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Gréficos de barras indicam os valores médios do DSVE (diametro sistélico final do

VE).
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Figura 11- Andlise ecocardiografica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO;
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Griéficos de barras indicam os valores médios da EPVE (espessura da parede posterior
do VE). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO, P<0,05 vs TAC + Veic.
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Figura 12- Andlise ecocardiogrifica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO;
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Griéficos de barras indicam os valores médios da FS % (fracdo de encurtamento).

4.4.3 - Gravimetria

O tratamento com o BZLO por gavagem ndo alterou o peso corporal dos
camundongos como pode ser observado na tabela 2 e na figura 13. O indice de massa do
VE (IMVE) que € o peso do VE normalizado pelo peso corporal (Figura 14) confirmou
que houve aumento da massa do VE dos coracdes submetidos a coarctacao da aorta nos
grupos (TAC + Veiculo) e (TAC + BZLO). Entretanto, os animais coarctados e tratados
(TAC + BZLO) apresentaram menor aumento da massa do VE em ambos os grupos (15
e 30 dias). Esses dados corroboram com os dados das medidas indiretas da espessura da
parede posterior (EPVE) obtidas na avaliacdo ecocardiografica, indicando que o BZLO

pode ter atenuado o processo de hipertrofia cardiaca.
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Figura 13- Anélise gravimétrica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; TAC
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Graficos de barras indicam os valores médios do peso corporal.
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Figura 14- Anélise gravimétrica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; TAC
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Gréaficos de barras indicam os valores médios do indice de massa do VE (IMVE).
*P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO, 1P<0,05 vs TAC + Veic.
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4.4.4 - Histologia

A andlise morfométrica de secc¢Oes histologicas de coragdes de camundongos
submetidos a coarctagcdo da aorta mostrou hipertrofia dos cardiomidcitos nos coarctados
(TAC + Veiculo), em relagdo aos camundongos controles tratados com veiculo (Sham +
Veiculo) ou com BZLO (Sham + BZLO), indicada pelo aumento do didmetro médio
(Figura 15 e 16). Os camundongos coarctados e tratados com o composto BZLO (TAC
+ BZLO) do grupo preventivo 15 dias (Figura 15) apresentaram atenuacdo do
crescimento do cardiomidcito quando comparado ao grupo coarctado sem tratamento
(TAC + Veiculo).
Com relacdo aos camundongos do grupo preventivo de 30 dias (Figura 16), o
tratamento com BZLO inibiu parcialmente o crescimento dos cardiomidcitos nos
camundongos coarctados (TAC + BZLO) em relacdo aos camundongos coarctados
(TAC + Veiculo). Como pode ser observado na figura 16, o tratamento ndo previniu
completamente o crescimento do cardiomiécito, como verificado (Figura 15) no grupo

tratado (TAC + BZLO) durante 15 dias.

87

——
| —



15 dias

N
g

—
T

o
1

Diametro dos cardiomidcitos
(um)
2

o
1

Figura 15- Grifico de barras indicam os valores médios do didmetro dos
cardiomidcitos e as fotomicrografias representativas coradas com Hematoxilina-Eosina
(400%). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO. $P<0,05 vs TAC + Veic.

A - Miocérdio proveniente do grupo (Sham + Veic)

B - Miocardio proveniente do grupo (Sham + BZLO)

C - Miocardio proveniente do grupo (TAC + Veic)

D - Miocardio proveniente do grupo (TAC + BZLO)

30 dias

Diametro dos cardiomiécitos

Figura 16- Grafico de barras indicam os valores médios do didmetro dos
cardiomidcitos e as fotomicrografias representativas coradas com Hematoxilina-Eosina
(400x). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO. 1P<0,05 vs TAC + Veic.

A - Miocardio proveniente do grupo (Sham + Veic)

B — Miocardio proveniente do grupo (Sham + BZLO)

C - Miocardio proveniente do grupo (TAC + Veic)

D - Miocérdio proveniente do grupo (TAC + BZLO)




A andlise quantitativa das dreas de fibrose miocardica do grupo preventivo de 15
dias foi predominantemente maior nos animais coarctados que ndo receberam
tratamento (TAC + Veiculo), pois como ilustrado na (Figura 17), os camundongos
coarctados e tratados com o BZLO (TAC + BZLO) apresentaram menor formacio de
fibrose intersticial em relacdo ao (TAC + Veiculo).

O resultado do grupo preventivo de 30 dias (Figura 18) foi semelhante ao grupo
de 15 dias, mostrando novamente que os camundongos coarctados e tratados (TAC +
BZLO) apresentaram diminuicdo da fibrose intersticial em relagdo aos coarctados ndao

tratados (TAC + Veiculo).
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Figura 17- Gréfico de barras indicam os valores médios da fibrose intersticial e as
fotomicrografias representativas coradas com Tricomio de Masson (400x). *P<0,05 vs
Sham + Veiculo e Sham + BZLO. §P<0,05 vs TAC + Veiculo. #P<0,05 vs Sham +
BZLO.

A - Miocérdio proveniente do grupo (Sham + Veic)

B - Miocardio proveniente do grupo (Sham + BZLO)

C - Miocardio proveniente do grupo (TAC + Veic)

D - Miocérdio proveniente do grupo (TAC + BZLO)
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Figura 18- Gréfico de barras indicam os valores médios da fibrose intersticial e as
fotomicrografias representativas coradas com Tricomio de Masson (400x). *P<0,05 vs
Sham + Veiculo e Sham + BZLO. 1P<0,05 vs TAC + Veiculo. #P<0,05 vs Sham +
BZLO.

A - Miocardio proveniente do grupo (Sham + Veic)

B - Miocardio proveniente do grupo (Sham + BZLO)

C - Miocardio proveniente do grupo (TAC + Veic)

D - Miocérdio proveniente do grupo (TAC + BZLO)

4.4.5 - Western Blotting

Com intuito de verificarmos se o composto BZLO bloqueou a fosforilacdo da
FAK no VE dos camundongos, avaliamos a expressao e atividade da FAK por western
blotting. Como mostra a figura 19, a atividade da FAK encontra-se aumentada no VE
dos camundongos coarctados (TAC + Veiculo), comparado aos controles (Sham +
Veiculo) e (Sham + BZLO). Entretanto, em ambos os grupos preventivos (15 e 30 dias)
os camundongos coarctados e tratados com o BZLO (TAC + BZLO) mostram a
atividade da FAK diminuida em relacdo aos camundongos coractados ndo tratados
(TAC + Veiculo). Juntamente, estes resultados sugerem que o efeito anti-hipertréfico

induzido pelo BZLO € decorrente da inibi¢do da FAK.
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Figura 19- Gréfico de barras indicam a atividade da FAK nos grupos preventivos de 15
e 30 dias, respectivamente. *P<0,05 vs Sham + Veiculo e Sham + BZLO. {P<0,05 vs
TAC + Veiculo.
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4.5 - Grupos curativos (15 ou 30 dias)

Os resultados dos grupos curativos (15 e 30 dias) seguiram 0s mesmos
parametros de avaliagd@o utilizados nos grupos preventivos. A Tabela 3 (curativo 15 e 30
dias) retine os dados obtidos pela avaliagdo hemodinimica, ecocardiogrifica e
morfométrica de camundongos submetidos ou ndo a coarctacio da aorta e ao tratamento
com BZLO e/ou veiculo (goma ardbica 10%).

Os camundongos dos grupos curativos receberam o tratamento com o veiculo
e/ou composto BZLO apo6s 15 dias do procedimento cirtrgico (Sham ou TAC) e foram
tratados por mais 15 ou 30 dias, totalizando 30 e 45 dias, respectivamente. O tratamento
foi idéntico ao utilizado nos grupos preventivos, ou seja, a administracdo do composto
BZ1.O foi feito por gavagem diariamente na dose unica de 30mg/Kg diluido em goma

arabica 10%, respeitando o mesmo horério.
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Tabela 3- Avaliacio hemodinamica, ecocardiografica e morfométrica de coragdes de camundongos submetidos a coarctacdo da aorta

Curativo

Curativo

Grupo - 15 dias

Numero

Hemodinamica

PAS ¢t (mmHg)
PAS ¢ (mmHg)
GrS (mmHg)

Ecocardiografia
DDVE (mm)
DSVE (mm)
EPVE (mm)

FS (%)

Volume ejegao
(ml)

Morfometria

Peso corporal
IMVE (mg/g)
DCM (um)

Al (%)

Sham + Veiculo

123 +4

3.910.08
2.3+£0.06
0.51+0.01
43+1.1
0.81+0.01

38%1.0
2.7 £0.05
10+ 0.26
2.2+0.1

Tac + Veiculo

17

167 + 4*
94+3
74 £ 3*

3.9+0.07
23+0.11
0.67 £ 0.01*
40+1.9
0.78 £0.02

3705
4.11+0.11*
18 +0.13*
9.0 +0.7*

Sham + BZLO

114+3

3.8+0.11
2.2+0.14
0.50£0.01
43+2.4
0.81+0.02

3610.7
2.7 £0.05
10+£0.18
2.2+0.1

Tac + BZLO

12

168 + 8*
96 4
72 + 6*

3.910.05
2.1+0.08
0.56 + 0.01*%
46+1.8
0.83£0.02

3710.6
3.7 +0.11*+
15 + 0.10*+
5.3 +0.2*%t

Grupo - 30 dias

Hemodinamica

Ecocardiografia

Morfometria

Sham + Veiculo

10

114 £5

4.2 £0.05
2.5+0.08
0.53+0.01
40+1.6
0.78 £ 0.02

41+0.9
2.7 £0.07
10+£0.18
2.2+0.2

Tac + Veiculo

173 £ 9*
100+4
73 +13*

4.2+0.10

2.9+0.17
0.79 £ 0.01*

32+1.8#
0.68 £ 0.02#

41+1.0
4.4+0.13*
18 +0.18*
10.6 + 0.3*

Sham + BZLO

10

112+3

4.1 +0.08
2.6+0.10
0.52+£0.01
38+1.4
0.76 £ 0.02

39+0.9
2.7 £0.07
10 £ 0.04
1.91+0.1

Tac + BZLO

175 + 9*
104 +5
71 £ 9*

4.1+0.10
2.6+0.14
0.73 £ 0.02*%
38+1.8
0.76 £ 0.02

42+1.8
3.9 £ 0.15*t
15+ 0.16*t
5.90 + 1.1t

Grupos - Curativos (15 e 30 dias). Camundongos submetidos a cirurgia ficticia tratados com veiculo (Sham + Veiculo) ou BZLO (Sham + BZL.O) e camundongos coarctados
tratados com veiculo (TAC + Veiculo) ou BZLO (TAC + BZLO), receberam o tratamento por gavagem apds 15 dias do procedimento cirdrgico e por mais 15 ou 30 dias;
PAScr, pressdo arterial sistdlica aferida na carétida, PASgg, pressdo arterial sistlica aferida na femural; GrS, gradiente sistlico; DDVE, didmetro diastélico do VE; DSVE,
diametro sistdlico do VE; EPVE, espessura da parede do VE; FS, fracdo de encurtamento do VE; Volume de ejecao do VE; IMVE, indice de massa do VE; DCM, didmetro do
cardiomidcito; Al, area do intersticio. *P<0,05 vs Sham + Veiculo e Sham + BZLO. 1P<0,05 vs TAC + Veiculo. #P<0,05 vs Sham + Veiculo.



4.5.1 - Hemodinamica

A avaliacdo hemodindmica dos grupos curativos foi semelhante aos grupos
preventivos. A figura 20 ilustra o aumento pressdo arterial sist6lica aferida na carétida.
Nos camundongos coarctados (TAC + Veiculo) e (TAC + BZLO) foi verificado
aumento da pressdo sistélica em relagdo aos controles cirugia ficticia (Sham + Veiculo)
e (Sham + BZLO), independente do tratamento.

A avaliagdo do gradiente sistélico de coarctacao indicou que os grupos curativos
(15 e 30 dias) apds a coarctacdo da aorta apresentaram variagdo no gradiente sistélico
entre 60 e 75 mmHg, sem diferenca entre os grupos (Tabela 3, figura 21). Indicando que

0s animais estavam coarctados.
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Figura 20- Andlise hemodindmica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO,
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Grificos de barras indicam os valores médios da pressdo arterial sist6lica aferido na
carétida (PAScr). *P<0,05 vs Sham + Veiculo e Sham + BZLO.
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Figura 21- Andlise hemodindmica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO,
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Graficos de barras indicam os valores médios dos gradientes sistolicos (GrS). *P<0,05
vs Sham + Veiculo e Sham + BZLO.

4.5.2 — Ecocardiografia

Os dados de ecocardiografia dos grupos curativos (15 e 30 dias) apresentados na
figura 24 indicam que o modelo de coarctacdo da aorta induz a hipertrofia cardiaca
rapidamente. Resultados semelhantes foram verificados nos grupos preventivos.

No grupo curativo também foi possivel observar (Figura 22 e 23) que nao houve
diferenca no tamanho da cdmara cardiaca na didstole (DDVE) e na sistole (DSVE) nos
camundongos coarctados tratados ou ndo (TAC + BZLO) e (TAC + Veiculo),
comparado aos controles (Sham + Veiculo) e (Sham + BZLO) nos dois grupos (15 e 30
dias). Os dados também indicam que esses camundongos estavam com a fungdo
cardiaca preservada. Entretanto a figura 25 (curativo -30 dias) mostra que os

camundongos coarctados sem tratamento (TAC + Veiculo) apresentaram reducdo da
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fracdo de encurtamento (FS%) em relacdo ao controle (Sham + Veiculo), o que poderia
caracterizar o inicio da insuficiéncia cardiaca. Este resultado sugere que o composto
(BZLO) pode retardar a progressdo da hipertrofia cardiaca adaptativa para a
insuficiéncia cardiaca, uma vez que o grupo curativo de 30 dias (TAC + BZLO)
apresentou a fracdo de encurtamento preservada.

Além disso, os grupos curativos (15 e 30 dias) coarctados e tratados com o
composto (TAC + BZLO) apresentaram (Figura 24) reducdo da espessura da parede do
VE (EPVE) quando comparado ao grupo coarctado sem tratamento (TAC + Veiculo).
Novamente, sugerindo que o composto ndo é capaz de impedir totalmente o crescimento
da espessura da parede do VE (EPVE), mas pode retardar a progressao da hipertrofia

cardiaca para a insuficiéncia cardiaca.
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Figura 22- Andlise ecocardiogrifica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO;
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Gréficos de barras indicam os valores médios do DDVE (diametro diastélico final do

VE).
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Figura 23- Andlise ecocardiogrifica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO;
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Gréficos de barras indicam os valores médios do DSVE (diametro sistélico final do

VE).
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Figura 24- Andlise ecocardiogrifica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO;
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente.
Griéficos de barras indicam os valores médios da EPVE (espessura da parede posterior
do VE). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO, P<0,05 vs TAC + Veic.
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Figura 25- Andlise ecocardiogrifica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO;
TAC + Veic; TAC + BZLO do grupo curativo de 15 e 30 dias, respectivamente.
Gréficos de barras indicam os valores médios da FS % (fracdo de encurtamento).
*P<0,05 vs Sham + Veic.

4.5.3 - Gravimetria

Os camundongos dos grupos curativos (15 e 30 dias) ndo apresentaram diferenca
no peso corporal (Figura 26), independente do tratamento. O indice de massa do VE
normalizado pelo peso corporal (IMVE) confirmou que houve aumento da massa do VE
nos camundongos submetidos a coarctagdo da aorta em ambos (TAC + Veiculo) e (TAC
+ BZLO), mesmo apds o tratamento de 15 ou 30 dias. Entretanto, os camundongos
coarctados e tratados com o composto (TAC + BZLO) apresentaram menor indice da
massa (EPVE) quando comparado ao grupo que ndo recebeu o tratamento (TAC +
Veiculo) em ambos os curativos (15 e 30 dias). Dessa forma, indicando que o

tratamento também foi eficiente no grupo curativo.
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Figura 26- Anélise gravimétrica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; TAC
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente. Graficos
de barras indicam os valores médios do peso corporal.
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Figura 27- Anélise gravimétrica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; TAC
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente. Graficos
de barras indicam os valores médios do indice de massa do VE (IMVE). *P<0,05 vs
Sham + Veic e Sham + BZLO, P<0,05 vs TAC + Veic.




4.5.4 - Histologia

A andlise histolégica dos grupos curativos (Figura 28 e 29) mostrou hipertrofia
dos cardiomidcitos nos camundongos coarctados (TAC + Veiculo), em relacdo aos
controles tratados com veiculo (Sham + Veiculo) ou com o BZLO (Sham + BZLO),
indicada pelo aumento do didmetro médio dos cardiomiocitos. Ja os camundongos dos
grupos curativos (15 e 30 dias) coarctados e tratados com o composto BZLO (TAC +
BZLO) apresentaram atenuacdo do crescimento do cardiomidcito quando comparados
aos grupos coarctados ndo tratados (TAC + Veiculo), apontando que o composto retarda

o crescimento do cardiomiocito.

15 dias

Diametro dos cardiomidcitos

Figura 28- Grifico de barras indicam os valores médios do diametro dos
cardiomidcitos e as fotomicrografias representativas coradas com Hematoxilina-Eosina
(400%). *¥*P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO. $P<0,05 vs TAC + Veic.

A - Miocérdio proveniente do grupo (Sham + Veic)

B - Miocardio proveniente do grupo (Sham + BZLO)

C - Miocardio proveniente do grupo (TAC + Veic)

D - Miocérdio proveniente do grupo (TAC + BZLO)
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30 dias

« t

Diametro dos cardiomidcitos

Figura 29- Grifico de barras indicam os valores médios do didmetro dos
cardiomidcitos e as fotomicrografias representativas coradas com Hematoxilina-Eosina
(400%). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO. $P<0,05 vs TAC + Veic.

A - Miocérdio proveniente do grupo (Sham + Veic)

B - Miocardio proveniente do grupo (Sham + BZLO)

C - Miocardio proveniente do grupo (TAC + Veic)

D - Miocardio proveniente do grupo (TAC + BZLO)

A andlise quantitativa das dreas de fibrose intersticial do miocardio dos grupos
curativos (Figura 30 e 31) novamente mostraram-se maiores nos animais coarctados que
nao receberam o tratamento (TAC + Veiculo). Contudo, os camundongos coarctados e
tratados (TAC + BZLO) de ambos os grupos curativos (15 e 30 dias) mostram uma
reducdo importante da fibrose intersticial quando comparado ao grupo sem tratamento
(TAC + Veiculo). Esses resultados sdo semelhantes aos que ocorreram nos grupos

preventivos.
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15 dias
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Figura 30- Gréfico de barras indicam os valores médios da fibrose intersticial e as
fotomicrografias representativas coradas com Tricomio de Masson (400x). *P<0,05 vs
Sham + Veiculo e Sham + BZLO. $P<0,05 vs TAC + Veiculo.

A - Miocardio proveniente do grupo (Sham + Veic)
B - Miocardio proveniente do grupo (Sham + BZLO)
C - Miocardio proveniente do grupo (TAC + Veic)
D - Miocérdio proveniente do grupo (TAC + BZLO)
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Figura 31- Gréfico de barras indicam os valores médios da fibrose intersticial e as
fotomicrografias representativas coradas com Tricomio de Masson (400x). *P<0,05 vs
Sham + Veiculo e Sham + BZLO. $P<0,05 vs TAC + Veiculo.

A - Miocardio proveniente do grupo (Sham + Veic)
B - Miocardio proveniente do grupo (Sham + BZLO)
C - Miocérdio proveniente do grupo (TAC + Veic)
D - Miocardio proveniente do grupo (TAC + BZLO)
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4.5.5 - Western Blotting

A expressdo protéica e atividade da FAK no VE (ventriculo esquerdo) foi
avaliada pela técnica de western blotting. Como pode ser observado (Figura 32) a
coarctacdo da aorta induziu aumento na expressado e atividade da FAK. Como esperado,
o tratamento com BZLO induziu diminui¢do na expressdo e atividade da FAK em
ambos os grupos curativos (15 e 30 dias). Embora o grupo curativo (15 dias) tratado
como o BZLO (TAC + BZLO) tenha apresentado uma reducdo discreta da atividade da
FAK. Estes dados sugerem que o composto BZLLO € um inibidor da FAK e que sua
utilizacdo pode ser importante para o controle do desenvolvimento da hipertrofia e

insuficiéncia cardiaca.
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Figura 32- Grificos de barras indicam a atividade da FAK nos grupos curativos de 15 e 30
dias, respectivamente. *P<0,05 vs Sham + Veiculo ¢ Sham + BZLO. 1P<0,05 vs TAC +

Veiculo. #P<0,05 vs Sham + BZLO.
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5- DISCUSSAO




O presente estudo foi planejado para avaliar os efeitos do tratamento com BZLO na
hipertrofia do ventriculo esquerdo induzida por sobrecarga pressérica. Outros estudos
conduzidos paralelamente em nosso laboratério resultaram no composto BZLO, um
derivado quinazolinico com seletividade in vitro para a FAK. De fato, observamos que o
tratamento com BZLO resultou em normalizacdo dos niveis elevados de FAK fosforilada
no residuo de tirosina 397 no ventriculo esquerdo de camundongos submetidos a coarctagio
da aorta, indicando que o tratamento com BZLO foi eficaz para inibir a ativagdo da FAK
em coragoes hipertréficos de camundongo.

Com relacdo aos efeitos do BZLO sobre a hipertrofia cardiaca, contemplamos a
avaliacdo dos efeitos de BZLO na prevencdo, i.e. com o tratamento iniciado antes do
estabelecimento da sobrecarga pressorica induzida por coarctagdo da aorta, e na regressao
da hipertrofia, ou seja, tratamento iniciado apds estabelecida a hipertrofia induzida por
sobrecarga pressorica.

Os resultados indicaram que o tratamento antecipado atenuou em cerca de 50%
(avaliado pelo indice de massa ventricular esquerda e pela espessura ecocardiogrifica da
parede do ventriculo esquerdo) o desenvolvimento da hipertrofia do ventriculo esquerdo
induzida por coarctacdo da aorta em camundongos. Essa atenuacdo na hipertrofia do
ventriculo esquerdo foi acompanhada por atenuacdo semelhante na espessura dos midcitos
cardiacos e da drea de fibrose intersticial do ventriculo esquerdo. Da mesma forma, o
tratamento com BZLO iniciado apds estabelecida a hipertrofia, reduziu significativamente a
massa do ventriculo esquerdo, a espessura do midcitos e a extensao da fibrose intersticial.
Notavelmente, os efeitos anti-hipertréficos do tratamento com BZLO ocorreram sem que

fossem observadas reducdes na pressdo arterial sistdlica na aorta ascendente ou no
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gradiente sist6lico de transconstri¢do, indicando que 0os mesmos ndo se deveram a redugdes
na sobrecarga hemodinamica.

De maneira geral, os dados desse estudo demonstram que o tratamento com BZLO
foi capaz ndo apenas de prevenir o desenvolvimento, mas, eficientemente, promover a
regressdao de hipertrofia do ventriculo esquerdo mesmo sem interferir na sobrecarga
pressérica de camundongos submetidos a coarctacdo da aorta. Esses efeitos podem ser
atribuidos, ao menos parcialmente, a inibicdo da hiperatividade da FAK no coracio
hipertréfico de camundongos.

Nos ultimos anos, diversos estudos tém indicado que a tirosina quinase FAK tem
papel importante na resposta hipertréfica do coracio, potencialmente com implicacdes no
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Bayer et al, 2002; Peng et al, 2006; Di Michele
et al, 2006; Lopes et al, 2007; Clemente et al, 2007).

Estudos in vitro demonstraram que a ativagdo da FAK contribui decisivamente para
a hipertrofia de cardiomidcitos em resposta a estimulos mecanicos ou mediadores neuro-
humorais (Franchini et al, 2000; Taylor et al, 2000; Eble et al, 2000; Kovacic-Milivojevi¢
et al, 2001; Domingos et al; 2002; Torsoni et al, 2003, Fonseca et al, 2005).

A importancia da FAK para o desenvolvimento da hipertrofia do ventriculo
esquerdo foi recentemente confirmada em modelos de camundongos geneticamente
modificados. De fato, demonstrou-se que a expressao cardiaco-especifica de transgene da
FAK resulta em hipertrofia moderada do ventriculo esquerdo de camundongos (Di Michele
et al, 2006). Por outro lado, a delecdo génica condicional da FAK no coragdo de
camundongos resultou em perda da resposta hipertréfica tanto a estimulos mecanicos
quanto a estimulos humorais e desenvolvimento precoce de insuficiéncia cardiaca (Peng et

al, 2000).
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Ja estudos em camundongos adultos tratados com siRNA indicaram que a deplecdo
miocdrdica de FAK atenuou o desenvolvimento de hipertrofia do ventriculo esquerdo de
camundongos submetidos a sobrecarga pressorica cronica, acompanhada de redugdo da
mortalidade (Clemente et al, 2007).

Associada a esses efeitos, verificou-se reducdo na fibrose intersticial cardiaca,
indicando que a importancia da FAK na hipertrofia cardiaca ndo se restringe aos efeitos
hipertréficos em cardiomidcitos, mas abrange também outros mecanismos, como a ativagao
da fibrogénese (Clemente et al, 2007).

De fato, estudos realizados em fibroblastos cardiacos isolados demonstraram que a
ativacdo da FAK, seja por estimulo mecanico, seja por estimulo de mediadores neuro-
humorais, tem papel critico na ativagdo de fibroblastos quiescentes e sua transformagdo em
miofibroblastos com alta atividade fibrogénica indicadas pela elevada capacidade de
produzir coldgeno e metaloproteinases de matriz (Wang et al, 2001; Dalla Costa et al, 2010;
Lagares et al, 2012).

Dados obtidos em fragmentos de miocdrdio humano por meio de bidpsia
intraoperatéria em pacientes portadores de hipertrofia do ventriculo esquerdo decorrente de
valvulopatias indicaram aumento expressivo da atividade da FAK em miocérdio
hipertréfico humano, particularmente no tecido fibrose intersticial (Lopes et al, 2007). De
maneira geral esses dados corroboram a idéia de que a FAK possui um papel importante na
hipertrofia cardiaca e na transicao para a disfuncao e insuficiéncia cardiaca.

Além disso, dada a reversdao do processo de hipertrofia patoldgica em experimentos
de deple¢ao miocardica da FAK, pode-se considerar a FAK como um alvo terapéutico
potencial. Os resultados do presente estudo dao suporte adicional a essa hipdtese, indicando

que o tratamento com inibidor seletivo da FAK ndo apenas atenua, mas reverte
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parcialmente a hipertrofia e as altera¢des patolégicas do miocardio associadas a ela, como a
hipertrofia dos cardiomiécitos e a fibrose miocdrdica, independente de efeitos
hemodinamicos.

Um aspecto critico quando se consideram os inibidores de proteinas quinases refere-
se a seletividade dos inibidores. As proteinas quinases constituem cerca de 500 enzimas
diferentes, pertencentes a familias como aquelas das tirosino quinases e serino/treonino
quinases por exemplo (Davies et al, 2001; Bain et al, 2007; Garuti et al, 2010; Eglen e
Reisine, 2010). Tipicamente, essas enzimas apresentam o dominio catalitico bastante
conservado, o que dificulta o estabelecimento de inibidores seletivos.

Porém, variagcdes discretas no sitio catalitico e a existéncia de sitios alostéricos
proximos a regido de acoplamento ao ATP tém permitido a obten¢do de compostos que
apresentam razodvel grau de seletividade.

No caso especifico do BZLO, os dados disponiveis indicam inibi¢io da FAK in
vitro em concentragdes na faixa de nanomolar, enquanto a inibi¢do de outras tirosino
quinases como os receptores c-KIT e PDGFR sao inibidos em concentracdes mais elevadas
na faixa de micromolar. Apesar dos resultados apontarem para uma seletividade do BZLO,
ndo € possivel assegurar a seletividade in vivo do BZLO na dose utilizada no presente
estudo (30 mg/Kg). No entanto, é importante ressaltar que apesar dos efeitos anti-
hipertréficos observados no presente estudo poderem representar a contribuicao da inibi¢ao
de outras tirosino quinases, demonstramos que a atividade da FAK foi inibida em paralelo
ao efeito anti-hipertréfico do BZLO, sugerindo que, ao menos em parte, os efeitos do
tratamento com BZLO se deveram a inibicao da FAK. Em suporte a essa hipdtese, estudos

recentes do nosso laboratério demonstraram que o tratamento com um inibidor seletivo da
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FAK reverteu completamente a hipertrofia induzida por transgene cardiaco-especifico da
FAK em camundongos (Clemente et al, 2012).

Estudos futuros, realizados com tratamentos com doses menores associados a
mapeamento da atividade de outras tirosino quinases potencialmente inibidas pelo BZLO,
poderdo esclarecer definitivamente sobre a seletividade dos seus efeitos na FAK no modelo
de hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressdrica em camundongos.

E importante ressaltar a magnitude dos efeitos anti-hipertréficos observados com o
tratamento com BZLO, sobretudo a magnitude da regressdao observada nos camundongos
com hipertrofia estabelecida decorridos 15 dias apds a coarctacdo da aorta. Dados de
estudos anteriores do nosso laboratério indicam o periodo de 15 dias como ideal para uma
boa parte do crescimento hipertréfico e da fibrose intersticial ja estarem estabelecidos nesse
modelo.

Verificamos no presente estudo que o tratamento com BZLO atenuou em cerca de
10% o aumento da massa do ventriculo esquerdo tanto preventivamente como quando
implementado apds ja estabelecida a hipertrofia. Esse resultado torna-se ainda mais
expressivo quando se considera que o tratamento ndo modificou as condicdes
hemodinamicas que levaram a hipertrofia. Condi¢es estas compativeis com situagdes
clinicas consideradas como de intensa sobrecarga mecanica (gradiente sistélico cerca de 75
mmHg). Isso refor¢a a idéia de que a sinalizacdo mediada pela FAK tem papel critico nao
apenas no desenvolvimento, mas também na manutencdo da hipertrofia induzida por
sobrecarga mecanica.

Observou-se que o tratamento com BZLO ndo apenas preveniu, mas também
promoveu regressdo da hipertrofia dos cardiomidcitos dos coragdes de camundongos

submetidos a sobrecarga pressorica cronica. No presente estudo ndo avaliamos vias de
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sinalizacdo celular pelas quais o tratamento com BZLO poderia produzir esse efeito. No
entanto, considerando-se o efeito dependente de FAK, demonstramos em estudos anteriores
que a FAK promove hipertrofia cardiaca por ativar a via de MAP quinases mediada pelas
ERK1/2, bem como a via PI3K/AKT/mTOR/S6K (Torsoni et al, 2003, Franchini et al,
2000; Domingos et al, 2002).

E interessante notar que diversas evidéncias indicam que essas vias de sinalizac¢io
sdo criticas para o desenvolvimento da hipetrofia de cardiomidcitos, sendo consideradas
vias finais comuns que medeiam processos de transcricdo e tradugdo génica em resposta a
diferentes estimulos. Outro aspecto importante dessas vias diz respeito ao fato de que
quando ativadas de forma branda ou transiente resultam na ativacdo de mecanismos que
conduzem a uma hipertrofia dos cardiomidcitos com caracteristicas de crescimento
fisiologico e adaptativo.

Por outro lado, a ativacdo persistente ou intensa da via PI3K/AKT/mTOR/S6K
parece contribuir para o desenvolvimento de hipertrofia patol6gica maladaptiva. Portanto, é
plausivel admitir que, na situacdo patoldgica representada pela hipertrofia em resposta a
sobrecarga pressorica cronica, a ativacao persistente da FAK poderia representar um fator a
contribuir para alteragdes maldaptativas dos cardiomidcitos. Isso explicaria a atenuacdo da
hipertrofia dos cardiomidcitos em resposta ao tratamento com BZLO, sem deterioragao
funcional do coragc@o dos camundongos submetidos a sobrecarga pressdrica cronica.

A avaliacdo dessa hipétese no presente estudo foi prejudicada porque nos
restringimos a avaliar os camundongos com sobrecarga pressdrica cronica em fases
precoces (até 45 ap6s a coarctagdo da aorta), quando ainda ndo manifestaram insuficiéncia
cardiaca plena. No entanto, no grupo de camundongos no qual o tratamento foi iniciado

apo6s o estabelecimento da hipertrofia verificamos que o tratamento com BZLO impediu a

111

——
| —



deterioracdo da funcdo cardiaca (queda da fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo)
observada no grupo tratado com veiculo, sugerindo que a modulacao da atividade da FAK
pode contribuir para atenuar o desenvolvimento das alteracdes patoldgicas da hipertrofia
maladaptativa.

A inclusdo de camundongos com disfun¢@o ou insuficiéncia cardiaca em estudos
futuros deverd esclarecer ndo apenas se a ativacdo da FAK contribui para a deterioracdo
estrutural e funcional dos midcitos, mas também se sua inibi¢do € capaz de reverter essas
alteracdes nos estdgios mais avangados da hipertrofia patolédgica.

Mais ainda, os dados indicando nao s6 a preven¢do, mas também a regressao da
fibrose intersticial cardiaca pelo tratamento com BZLO € surpreendente e traz a tona uma
importante discussdo sobre a reversibilidade da fibrose intersticial do coragdo com
hipertrofia maladaptativa e nos estdgios mais avancados quando ja se instalaram a
disfun¢do ou a insuficiéncia cardiaca. Da mesma forma que para o cardiomidcito, como
discutido anteriormente, a regressdo da fibrose pelo tratamento com BZLO sugere que a
FAK contribui para manuten¢ao da atividade dos processos que levam a fibrose intersticial.
Essa idéia estd de acordo com resultados de estudos anteriores que demonstraram o papel
critico da FAK na transformacdo dos fibroblastos quiescentes em miofibroblastos (Dalla
Costa et al, 2010).

Nesse contexto, € interessante notar que existe estreita associa¢do entre a atividade
de fibroblastos, a progressao da fibrose intersticial e a deterioragdo funcional na hipertrofia
maladaptativa (Lopes et al, 2007; Clemente et al; 2007). Sendo a FAK critica para o
processo de ativacdo dos fibroblastos, tratamentos que interfiram em sua funcdo poderiam
ser importante para sua regressdo nao apenas nos estdgios iniciais da hipertrofia, como

demonstrado aqui, mas também, nos estidgios avancados onde ja houvesse disfuncdo e
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insuficiéncia cardiacas. Novamente, estudos adicionais com BZIL.O em modelos em fase de
disfunc¢do e insuficiéncia cardiacas poderdo esclarecer se a inibicdo da FAK pode contribuir
para reverter a fibrose miocédrdica em estagios de hipertrofia patolégica maladaptativa.

Ainda no contexto dos efeitos cardiovasculares do BZLO, ressaltamos que nao
foram avaliados possiveis efeitos desse composto nos vasos da microcirculagio. Diversas
evidéncias suportam a hipétese de que intervencdes que aumentem a microcirculagdao
miocdrdica resultam em efeitos benéficos para a funcdo cardiaca em estados patolégicos
(Beyer e Gutterman, 2012; Camici et al; 2012).

Por outro lado, interveng¢des que resultam em reducdo da microcirculagdio podem
contribuir para deterioracdo funcional e estrutural de coragdes hipertréficos. Sendo
importante mencionar os dados disponiveis que indicam que a FAK pode exercer influéncia
na angiogénese (Ilic et al, 2003; Baren et al, 2006; Angelucci e Bologna, 2007; Weis et al,
2008; Lim et al, 2010; Peng e Guan, 2011) e consequentemente os efeitos de sua inibi¢ao
poderiam resultar em alteracdes da microcirculagio. A vista desses aspectos serd
importante em estudos futuros avaliar os efeitos do tratamento com BZLO na
microcirculagdo cardiaca.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo indicam que o tratamento com o
derivado quinazolinico BZLO, um inibidor seletivo da FAK, ndo apenas previne, mas,
efetivamente, promove a regressdo da hipertrofia patoldgica induzida por sobrecarga
pressérica em camundongos. Esse efeito é acompanhado de regressao similar da hipertrofia
dos cardiomidcitos e da fibrose intersticial, com preservacdo da func¢do ventricular,
particularmente nos casos em que promove simultaneamente a regressao da hipertrofia.

Tais resultados reforcam a idéia de que a FAK € um alvo terapéutico potencial.

Além disso, os dados apresentados nesse estudo indicam efeitos benéficos do tratamento no
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modelo de hipertrofia cardiaca patolégica em camundongo, sem evidéncias de efeitos
colaterais ou deletérios indicando potencial de aplicacdo clinica dessa modalidade de

tratamento.
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Certificamos que o projeto "Utilizagao farmacolégica de um composto

derivado _de quinazolina como inibidor potencial da FAK no processo de

hipertrofia cardiaca em camundongos™ (protocolo n° 2510-1), sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini / Leandro Cardoso, esta
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