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RESUMO

Os eventos isquémicos cardiovasculares representam a principal causa de
morte e invalidez em todo o mundo. Nesse sentido, a agregagdo plaquetaria € um
dos principais eventos envolvidos nos acidentes agudos isquémicos. Por outro lado,
0s agentes antiplaguetarios disponiveis no mercado tém eficacia insatisfatéria, o que
evidencia a importancia da identificacdo de novos protétipos para a terapia
antiplaquetaria.

Inserido em um grupo de pesquisas que trabalha no planejamento,
desenvolvimento e avaliagdo farmacologica de substancias inéditas candidatas a
protétipos de farmacos, o presente trabalho descreve o estudo das atividades
antiagregantes e desagregantes plaquetarias de uma série de novos compostos
planejados a partir da modificacdo estrutural do protétipo LASSBIi0-129, um
antiagregante plaquetario anteriormente desenvolvido no Laboratério de Avaliacdo e
Sintese de Substéncias Bioativas (LASSBI0). Foi realizado o estudo da atividade
antiagregante plaquetéaria de 15 novos compostos N-acilidrazénicos em plasma rico
em plaqueta de coelhos frente aos diferentes agonistas da agregacéao plaquetaria.
Os compostos mais ativos foram submetidos a estudos de poténcia, através dos
quais foram identificados compostos com atividade otimizada, destacando-se
LASSBIo-1215, que apresentou valores de Clsg ha agregacao induzida por colageno
e acido araquidonico na ordem de 4,5 uM e 0,7 uM, respectivamente. O composto
LASSBIo-1215 foi capaz de inibir a agregacao plaquetéaria induzida por colageno e
ADP em plaguetas humanas. Sua a¢ao sobre o metabolismo do acido araquidénico
(AA) foi confirmada através da inibicdo da formacéo TXA;, principal metabdlito do AA

nas plaquetas.
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O composto LASSBI0-1215 foi capaz de desfazer os agregados plaquetéarios
formados em plaquetas de coelho estimuladas por diversos agonistas e em
plaguetas humanas estimuladas por ADP, caracterizando seu perfil desagregante
plaquetéario. Estudos qualitativos sobre o envolvimento de nucleotideos ciclicos na
reversao da agregacdo plaquetaria foram conduzidos e mostraram que as acgles
antiagregante e desagregante plaquetarias exibidas por esse composto envolvem a

regulacéo dos niveis intraplaquetarios do GMPc.

Palavras-chave: plaqueta, N-acilidrazonas, antiagregante plaquetario, desagregante

plaquetéario, LASSBIi0-1215.
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ABSTRACT

Ischemic cardiovascular events represent the leading cause of mortality and
morbidity worldwide, and platelet aggregation and thrombus formation are the main
effectors of acute arterial ischemic events. Although antiplatelet therapy is the
cornerstone of antithrombotic treatment of ischemic cardiovascular disorders,
available antiplatelet agents have less than satisfactory efficacy; thus, the
identification of novel potential target candidates for antiplatelet therapy shoud be
highly pursued.

In the scope of a research group that aims the planning, development and
parmacological evaluation of new drug leads, this work describes the evaluation of
the anti-aggregating properties of a new series of compounds developed as
structural modification of the lead compound LASSBIio0-129, previously described as a
potent anti-aggregating agent.

Antiplatelet profile of 15 new componds was monitored in rabbit platelet rich
plasma induced by several agonists. Potency of the most active compounds was
determined and identified those with optimized antiplatelet activity.

LASSBI0-1215 exhibited the best performance, with I1Cs, values of 4,5 pM in
the aggregation assay induced by collagen and 0,7 uM in the assay induced by
aracdonic acid. This compound was able to inhibit platelet aggregation induce by
collagen and ADP in human platelets. Its activity on the aracdonic acid cascade was
confirmed by its ability to inhibit the production of aracdonic acid’s main metabolite in

platelet, TXA,.
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LASSBI0-1215 was also able to revert platelet aggregation in rabbit PRP
induced by several agonists and in human PRP induced by ADP, which
characterized its disaggregating profile. Qualitative studies concerning the
involvement of cyclic nucleotides in the reversion of platelet aggregation were carried
out and showed that anti-aggregating and disaggregating properties involve

regulation of GMPc intracellular levels.

Keywords: platelet, N-acylhydrazones, antiplatelet, aggregation, disaggregation,

LASSBio 1215.
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1 INTRODUCAO

As desordens isquémicas cardiovasculares continuam a representar a
principal causa de morte e invalidez em todo o mundo: aproximadamente 30% do
namero total de mortes em 2005, segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS).

No Brasil, em 2004, 20% do total de mortes foram atribuidos as doencas
cerebrovasculares e cardiovasculares, conforme dados do Sistema Unico de Salde
(SUS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

As plaquetas, células sanglineas envolvidas na manutencdo da hemostase,
exercem uma funcdo essencial no desenvolvimento de eventos isquémicos agudos
coronarianos e cerebrovasculares e estdo criticamente envolvidas no processo de
formacdo da aterosclerose (GAWAZ, 2006). O acumulo de plaquetas no local de
ruptura de uma placa aterosclerética ou no local de uma leséo vascular € o evento

chave no desenvolvimento da trombose arterial (Figura 1).

Trombo
plagquetario

Placa de
ateroma

Figura 1 Ocluséo de artéria por formacéo do trombo plaquetario. STROKECENTER
(2008)



1.1 APLAQUETA

1.1.1 Morfologia Plaquetaria

As plaguetas séo as menores células do sangue. Séao fragmentos anucleados de
megacariocitos da medula éssea e possuem um tempo de vida de aproximadamente
10 dias. Durante a megacariocitopoiese, 0 megacariocito sofre endomitose. Uma vez
que a célula poliploide atinge a maturacéo, ela forma extensdes pro-plaquetéarias a
partir das quais as plaquetas séo liberadas (ITALIANO & SHIVDASANI, 2003)
(Figura 2 — A).

Apesar de anucleadas, as plaquetas sao células altamente organizadas e
ricas em diferentes organelas, como mitocéndrias viaveis, glicogénio e pelo menos
trés tipos de granulos morfologicamente diferentes que estocam diferentes tipos de
constituintes: os granulos alfa (a-granulos), os granulos densos e os lisossomas
(RENDU & BROHARD-BOHN, 2001) (Figura 2 — B e C).

Os granulos densos estocam ions bivalentes e moléculas pequenas nao
protéicas, como o difosfato de adenosina (ADP), o trifosfato de adenosina (ATP),
serotonina e pirofosfato, que s&@o secretadas para recrutar outras plaquetas e
exercem funcdes centrais na amplificacdo da ativacdo e agregacdo plaquetarias,
assim como na modulacdo do endotélio vascular e da funcdo leucocitaria. Os
granulos alfa contém moléculas de adesdo importantes para as interacdes entre a
plagueta e outras plaquetas, células sangiineas e tecidos. Contém ainda fatores
mitogénicos, proteinas plasmaticas e fatores relevantes para a coagulacdo e
fibrindlise. Os granulos lisossémicos contém glicosidases, proteases e proteinas
catibnicas com atividade bactericida. As enzimas hidroliticas liberadas digerem

material dos agregados plaquetarios circulantes (Tabela 1).



Figura 2 A- Megacaridocito: célula poliploide e extensdes pro-plaquetérias; B e C:
plaqueta e seu conteltdo citoplasmatico. Adaptado de ITALIANO& SHIVDASANI
(2003)

As plaguetas apresentam um complexo citoesqueleto, consistindo de
microtubulos e de sistema tubular denso, que exercem importante papel na ativacao
plaguetaria, secrecdo granular e na retracdo do coagulo (RENDU & BROHARD-
BOHN, 2001).

As plaquetas carreiam alguns componentes especificos através de todo o
organismo. Na circulacdo, elas séo reativas a varios estimulos e liberam o material
contido em seus granulos. Essa reacdo de secrecdo é um passo importante na
hemostase primaria. A energia e 0S mensageiros necessarios para a reatividade
plaguetaria sdo fornecidos pela mitocdndria e pelo sistema tubular denso. Cada
populacdo de granulos tem propriedades especificas relacionadas tanto com a

estrutura quanto com o conteudo liberado (RENDU & BROHARD-BOHN, 2001).



Tabela 1 - Contetudo das trés diferentes subpopulacfes de granulos plaquetarios
Adaptado de ZARBOCK et al.(2007)

GRANULOS
DENSOS

Nucleotideos

Adenina: ATP, ADP
Guanina: GTP, GDP

Aminas

Serotonina
Histamina

Cations bivalentes

GRANULOS ALFA

Moléculas de adesao

P-selectina (CD62P)

Molécula 1 de adesdo plaqueta-célula endotelial (PECAM-
1/CD31)

Glicoproteina lib/llla  (GP  llb/llla, integrina  oypPs,
CD41/CD61)

Fator von Willebrand (fvW)

Trombospondina-1 (TSP-1)

Vitronectina, Fibronectina

Fatores Mitogénicos

Fator de crescimento derivado da plagueta (PDGF)
Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
Fator Bde crescimento transformador (TGFE-3)

Fatores de coagulacéo

Fibrinogénio, plasminogénio, Proteina S, Cininogénios
Fatores V, VII, XI, XIlI

Inibidores de protease

Inibidor C1
Ativador Inibidor-1de plasminogénio
Inibidor da via do fator tecidual (TFPI)

LISOSSOMAS

Glicosidases

Proteases

Proteinas catidbnicas




1.1.2 Funcéao Plaquetaria e Vias de Sinalizacdo Celu lar

A funcédo plaquetéria é controlada por dois tipos de agonistas, que exercem
efeitos excitatérios e inibitérios.

Os agonistas excitatorios ao interagirem com seus receptores promovem uma
segUéncia de eventos, entre eles:

- a mudanca de forma da plaqueta,;

- a exposicdo do receptor de fibrinogénio GP llb-llla (integrina o)pP3) €
aumento da sua afinidade pelo ligante;

- agregacao e liberacdo dos granulos densos, resultando na amplificacdo da
ativacao plaquetaria devido a liberacdo de ADP;

- liberacdo dos gréanulos alfa, resultando na estabilizacdo das pontes de
fibrinogénio entre as plaquetas e consequente irreversibilidade da agregacéao.

Apesar de todas as repostas serem desencadeadas pela elevacdo da
concentracdo do Ca®' intracelular, muitos agonistas ndo conseguem reproduzir
totalmente esses eventos. S&o considerados agonistas fracos aqueles que
promovem apenas as duas primeiras respostas. Os agonistas intermediarios sao
aqueles com a capacidade de induzirem 0s cinco primeiros eventos. Apenas 0S
agonistas capazes de estimular a liberacdo das hidrolases acidas sdo considerados
agonistas fortes.

Os agonistas que exercem efeitos inibitérios agem diminuindo essas
respostas através da estimulacdo da adenilato ciclase, gerando o segundo
mensageiro 3’, 5’-monofosfato de adenosina ciclico (AMPCc).

Os efeitos excitatorios e inibitorios de ambos agonista ocorrem via ocupacéo

de receptores acoplados a proteina G (HOURANI & CUSACK, 1991).



Varios receptores para ligantes biolégicos de relevancia farmacolégica foram
identificados na superficie plaquetaria, incluindo receptores de ligantes excitatérios
(epinefrina, ADP, serotonina, fator de ativacdo plaquetaria (PAF), tromboxana A,
(TXA,), vasopressina, trombina) e de ligantes inibitérios (adenosina, prostaglandina
D, (PGD.,), prostaciclina (PGl,;) (HERD & PAGE, 1995).

Os receptores utilizam duas vias de sinalizagao principais: a via do inositol 1,
4, 5-trifosfato (IP3) e do 1, 2-diacilglicerol (DAG), derivados da hidrélise enzimatica
dos fosfolipideos de inositol (PIP,) pela fosfolipase C (PLC); e a via do acido

araquidénico (AA), liberado da membrana a partir da acéo da fosfolipase A, (PLA,).

1.1.2.1 Via dos Fosfolipideos de Inositol

IP; e DAG causam importantes respostas intracelulares induzindo alteracdes
em proteinas alvo tanto diretamente quanto indiretamente pela ativacédo de proteinas
cinases. IP; libera Ca®" dos estoques intracelulares, ativando diversas enzimas
dependentes de Ca**, como a cinase de cadeia leve de miosina, relacionada &
mudanca de forma da plaqueta e ativando a proteina cinase C (PKC) dependente de
Ca?*, envolvida na regulacéo da agregacéo e secrecéo. DAG ativa proteina cinase C
(PKC), responsavel pela fosforilagdo de diversas proteinas (KROLL & SCHAFER,

1995).



1.1.2.2 Metabolismo do Acido Araquiddnico (AA)

O &cido araquiddnico (AA) é liberado dos fosfolipideos de membrana pela
acao da fosfolipase A, (PLAy). A enzima ciclooxigenase (COX), também conhecida
por prostaglandina endoperoxido sintase (PGHS), metaboliza o AA e gera a
prostaglandina H, (PGHy). Nas plaquetas, a isoforma predominante da enzima COX
€ a COX-1, e o principal prostanéide formado € a tromboxana A, (TXA), sintetizada
pela acdo da enzima tromboxana sintase (TXS) sobre PGH,. A TXA,, um potente
agente pro-agregante e vasoconstrictor, estimula, de forma autécrina e paracrina, o
receptor especifico (TP) na superficie plaquetaria, acoplado a proteina Gq, que ativa
fosfolipase C (PLC) e mobiliza Ca** intracelular (Figura 3). A regulacdo negativa é
realizada pela prostaciclina (PGl,), principal prostandide secretado pelas células
endoteliais. Esse prostandide se liga ao receptor IP plaquetéario, acoplado a proteina
Gs, e promove o0 aumento da concentragéo intracelular de AMPc, antagonizando a
resposta agregatoria e inibindo a trombose. A prostaciclina se liga também aos
receptores IP das células da musculatura vascular lisa, inibindo a contragéo do vaso.
A sintese desse prostandide pela via COX exerce importante funcédo no controle da

hemostasia vascular e da trombose (SIMMONS et al., 2004; NAKAHATA, 2008).
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Figura 3 Formacao de TXA; a partir do metabolismo do acido araquidbnico e seus

mecanismos de sinalizacao intracelular. Adaptado de NAKAHATA (2008)

1.1.2.3 on célcio (Ca ")

O Ca** exerce uma funcdo chave em varias funcdes plaquetarias. Todos os
agonistas excitatorios da plaqueta, exceto a epinefrina, induzem o aumento das
concentracdes citosdlicas de Ca®", tanto a partir da sua mobilizacdo dos estoques
internos (sistema tubular denso) quanto a partir do aumento do influxo de Ca®* do
meio extracelular. O aumento das concentracdes intracelulares de Ca** causa
ativacdo plaquetéria, mudanca de forma da plaqueta e liberacdo de seu conteudo

granular (AUTHI, 1993; HOURANI & CUSACK, 1991).



1.1.2.4 Nucleotideos Ciclicos

Agonistas plaquetarios como a prostaciclina (PGI,), prostaglandina E; (PGE;)
e prostaglandina D, (PGD), que aumentam os niveis de AMPc intracelulares, séo os
mais potentes inibidores da ativacdo plaquetaria. Essas substancias se ligam a
receptores acoplados a proteina G estimulatoria (Gs), que estimula adenilato ciclase
e leva ao aumento do AMPc intracelular. Os efeitos inibitorios do AMPc s&o devido a
fosforilacdo de proteinas chave pela proteina cinase dependente de AMPc (PKA).
Uma das etapas de inibicdo pelo AMPc inclui a inibicdo da ativacdo da PLC (SIESS
et al., 1993).

Os niveis de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) na plaqueta sao
controlados pela acdo da guanilato ciclase soluvel que é ativada por Oxido nitrico
(NO). No entanto, os niveis celulares de nucleotideos ciclicos ndo sdo apenas
regulados pelas enzimas que os sintetizam (adenilato e guanilato ciclases), mas
também pelas enzimas que os degradam, representadas pela familia das
fosfodiesterases (PDEs) (WALTER et al.,1993).

As plaquetas em repouso apresentam um balancgo equilibrado da formacéo e
hidrolise de AMPc de forma a alcancar niveis intracelulares suficientes para impedir
a ativacdo plaquetaria em condicdes fisioldgicas normais. Isto implica que as
fosfodiesterases (PDEs), ao controlarem a hidrdlise de AMPc, exercem um efeito
regulatorio na ativacado plaquetaria, mesmo na auséncia de agonistas que estimulam
a adenilato ciclase.

As plaquetas contém pelo menos trés tipos de PDEs: PDE2 — estimulada por
GMPc, PDE3 - inibida por GMPc, ambas utilizam AMPc e GMPc como substratos, e
PDED5, que hidrolisa exclusivamente GMPc. Existe uma importante relacéo entre as

vias de sinalizacdo dos dois nucleotideos ciclicos, uma vez que niveis elevados de
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GMPc exercem efeito inibitério sobre PDE3, aumentando, consequentemente, os

niveis de AMPc, e exercem efeito estimulatorio sobre PDE2, reduzindo os niveis de

AMPc (FEIJGE et al., 2004) (Figura 4).
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Figura 4 Modulagéo de PDE3 e PDE2 por GMPc

1.2 AGONISTAS DA AGREGACAO PLAQUETARIA

1.2.1 Colageno

O coladgeno € o componente mais trombogénico da matriz subendotelial. Ele

se liga a seus receptores especificos na superficie plaquetaria, GPVI e GPla-lla

(integrina a,P;) para promover a adesao, ativacdo e agregacao plaquetéaria no local

da lesdo vascular. No entanto, a interagdo das plaquetas com o coldgeno é bem

mais complexa do que uma simples interacao ligante-receptor (SURIN et al., 2007).

principais:

de von Willebrand (fvW), que ativa PLC e leva ao aumento do Ca** intracelular;

- liberacdo do contetdo granular (granulos densos e granulos alfa);

A ativacdo plaquetéaria induzida por colageno pode ser dividida em trés etapas

- interacdo das plaquetas com o complexo formado entre o colageno e o fator
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- exposicdo e ativacdo do receptor GPllb-llla (integrina apB3), levando a
ativacdo das plagueta adjacentes para formacdo do trombo plaquetario (SURIN et

al., 2007).

1.2.2 Difosfato de Adenosina (ADP)

O difosfato de adenosina (ADP) foi reconhecido como indutor da agregacao
plaquetéaria no inicio da década de 1960. Embora seja um fraco agonista plaquetario,
ele exerce uma funcéo chave na agregacao plaquetaria porque, uma vez secretado
dos granulos densos, amplifica a ativacdo plaquetaria induzida por outros agonistas,
inclusive pelos agonistas fracos como: serotonina, epinefrina e quimiocinas
(GACHET, 2001).

Estudos bioquimicos, clinicos e farmacolégicos levaram a proposta de um
modelo de trés receptores purinérgicos que contribuem separadamente para o
complexo processo da agregacao plaquetéaria induzida por ADP:

- 0 receptor ionotrépico P2X1, responsavel pelo rapido influxo de Ca®** para o
citosol, que interage principalmente com ATP;

- 0 receptor metabotrépico P2Y1 acoplado a proteina Gq, que regula a PLC e
os eventos dependentes de Ca®" e inicia a mudanca de forma da plaqueta (“shape
change”);

- 0 receptor P2Y12, acoplado a proteina G;, que leva a subsequente inibicdo
da adenilato ciclase, regulagdo da PI3-cinase - responsavel pela amplificacdo da
agregacdo iniciada por outros agonistas e pelo préprio ADP, e exposicdo da
integrina a,pB3 (CATTANEO & GACHET, 2001).

A secrecdo plaguetaria e a agregacdo secundaria normalmente observadas

apos estimulacédo de plaquetas humanas com ADP sao causadas pela formacéo de
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TXAz, que requer a coativagdo de ambos receptores P2Y1 e P2Y12 e a sinalizagéo

externa promovida pela interacao de o33 com o fibrinogénio (JIN et al., 2002).

1.2.3 Fator de Ativacao Plaquetaria (PAF)

O PAF é um potente agente agregante plaquetario. Ele promove a mudanca
de forma da plaqueta, agregacéo e liberacdo do conteudo granular. Em plaquetas
humanas, a liberacdo do conteudo granular depende do metabolismo do AA. O PAF
induz o metabolismo dos fosfolipideos de inositol, a mobilizacdo de Ca®" e inibe a
adenilato ciclase. Ele é liberado das plaquetas ativadas e as ativa, participando do
complexo sistema de amplificacdo e sinergismo caracteristico da resposta

plaquetaria (HOURANI & CUSACK, 1991).

1.2.4 Trombina

A serina protease trombina € um potente ativador plaquetario e dispara sua
sinalizacdo, em parte, através dos receptores ativados por protease ligados a
proteina G (PARS). Estes receptores convertem um evento de clivagem proteolitica
extracelular em um sinal transmembranar. Quatro receptores PARs distintos foram
identificados até o momento. As plaquetas humanas expressam PAR1 e PARA4.
PAR1 medeia respostas plaquetarias rapidas em baixas concentracdes de trombina,
enquanto PAR4 é ativado apenas em altas concentracfes (SAVAGE et al., 2001;
HAMILTON, 2008).

Os receptores PARs, acoplados a proteina Gy, ativam PLC levando ao

aumento de Ca®* e ativacdo de PKC. O aumento do Ca®" regula muitos eventos que
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levam a agregacao plaquetaria, inclusive a ativacdo da PLA, pela via da proteina
cinase ativada por mitdgeno (RUGGERI, 2002).

Além de ativar as plaguetas através da clivagem de seu receptor PAR, a
trombina ainda cliva a GPV do complexo GPIb-IX-V, o que permite a sua ligacdo a
GPIby, processo que resulta na ativacao plaquetaria (WAGNER & BURGER, 2003).
A trombina (fator lla da cascata de coagulacdo) também €& responsavel pela
conversao do fibrinogénio em fibrina, via final da cascata de coagulacdo (KAHN et

al., 1998; SAVAGE et al., 2001).

1.3 FISIOPATOLOGIA PLAQUETARIA

As plaquetas estdo envolvidas na hemostase e na inflamacé&o. Sob condicdes
fisiologicas, elas circulam em um estado quiescente, protegidas da ativacédo precoce
por mediadores inibitorios liberados das células endoteliais intactas, como o Oxido
nitrico (NO), prostaciclina (PGI,) e a adenosina originada da acdo da ectoADPase
(CD39) sobre o ADP extracelular (ZARBOCK et al., 2007).

A matriz subendotelial € uma superficie altamente reativa para as plaquetas.
A adesdo das plaquetas as proteinas de matriz subendotelial resulta na sua rapida
ativagao.

Durante a ativagcdo, as plaquetas alteram sua topografia, passando de um
formato discéide para um formato esférico com emissdo de longas extensdes
dendriticas que facilitam a adeséo (Figura 5). O citoplasma, rico em actina e miosina,
permite essa mudanca de forma. A adesédo das plaquetas ativadas ao local da lesédo
vascular se torna estavel, e entdao ela promove a expansao de sua superficie sobre a
area lesada para formar um pseudo-endotélio, altamente reativo para o recrutamento

de novas plaquetas circulantes e para a formacdo do agregado plaquetario. Este
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processo nao é importante apenas na hemostase primaria e secundaria, uma vez
que, quando descontrolado, pode levar a formacédo de trombos oclusivos. Esses
trombos se formam nos locais de ruptura de uma placa aterosclerética, resultando
nos acidentes isquémicos cerebrovasculares e cardiovasculares (DOPHEIDE et al.,
2001).

Em resposta a uma lesédo vascular, alteracées no fluxo sangiiineo ou a um
estimulo quimico, as plaquetas apresentam trés respostas funcionais: adesao,

secrecdo e agregacao (Figura 6).

Figura 5 Micrografia eletrbnica da plaqueta em seu formato discoide (A), ativada e
aderida (B), ap6s a secrecdo do conteudo granular (C). AUSTRALIAN CENTER
FOR BLOOD DISEASES (2008)

As plaquetas estimulam a ativacao local de fatores de coagulagéo plasmatica,
levando a geracao de uma rede de fibrina que reforca o agregado plaquetério.

A trombose € caracterizada pela formagdo indesejada de um tampdao
hemostético (trombo), que difere estruturalmente do coagulo por apresentar uma
estrutura bem definida. A localizagdo do trombo caracteriza dois tipos de processos
fisiopatolégicos: a trombose arterial e a trombose venosa. Na trombose arterial, 0
trombo cresce de maneira desordenada, dificultando a passagem do fluxo
sanguineo, podendo provocar a oclusdo da artéria, resultando em necroses

isquémicas, infarto do miocardio e aterosclerose. Na trombose venosa, a cauda
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trombadtica possui maior rigidez, o que facilita sua fragmentacéo. Ao atingirem vasos
de menor calibre, os fragmentos causam obstrucdo, promovendo embolias,

principalmente a pulmonar (HAMPTON & PRESTON, 1997).

f Captura e Formagao

translocacéo Agregagdo ‘:'-'h trombo b1
s estavel
e R
-
a% -’ Adesdo & 7
-~
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\ Proteinas expostas ]
B no local da leséo !

Figura 6 Formacdo do trombo plaquetario e hemostasia. Adaptado de MONASH
UNIVERSITY (2008)

E cada vez mais evidente que as plaquetas ndo exercem apenas fungdes
importantes na hemostasia e trombose, mas também estdo envolvidas no
desenvolvimento de doengas vasculares ateroscleréticas. Durante o processo de
adesdo, as plaguetas se ativam e liberam varias substancias mitogénicas e
inflamatorias no microambiente, alterando as propriedades quimiotéaticas, adesivas e
proteoliticas das células endoteliais. Estas alteracdes induzidas pela plaqueta no
fendtipo endotelial promovem quimiotaxia, adesdo e transmigracdo de mondcitos
para o sitio inflamatdrio. A citocina IL-1 foi identificada como o principal mediador
da ativacdo das células endoteliais induzida pela plaqueta (WEBER, 2005; GAWAZ,

2006).
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1.3.1 Trombose

Uma lesdo vascular severa acarreta a ruptura da integridade do endotélio e a
exposicdo da matriz subendotelial, que inclui proteinas de adesdo como o colageno
e o fator de von Willebrand (fvW).

O fator de von Willebrand, previamente produzido e liberado pelo endotélio ou
adsorvido do plasma sobre o tecido exposto, é crucial para adesdo plaquetaria, em
particular nos vasos com alta tensdo de cisalhamento, como as artérias e as
arteriolas. Ele se liga ao seu receptor glicoproteico GP Ib-IX-V na superficie
plaguetaria e estabelece uma ligacdo transiente que reduz a movimentacdo da
plagueta (rolamento) e facilita a sua ativagdo. ApoOs a captura da plaqueta, uma
rapida estabilizacdo da adeséo é necessaria para que ocorra a formacao do trombo.
Este processo é inicialmente mediado pela interagcdo do colageno com o receptor
glicoprotéico GPVI e com a integrina a,f3; (GPla-11a) receptor membro da familia das
imunoglobulinas expresso na superficie plaquetaria (Figura 7) (WAGNER &
BURGER, 2003).

A geracgdo de sinais intracelulares a partir da interacdo do colageno com GPVI
e do fvwW com GPIb converte as integrinas [3; € 33ao seus estados de alta afinidade e
induz a sintese de tromboxana A; (TXA;) e a secrecao dos granulos plaquetérios,
com a consequente liberacdo de agonistas soluveis, como ADP, serotonina,
epinefrina. O acumulo de ADP e TXA, liberados resulta na ativacdo das demais
plaguetas circulantes que ndo estdo em contato com as proteinas da matriz
subendotelial expostas no local da leséo vascular, amplificando o sinal e resultando
no crescimento do trombo. A acdo desses agonistas promove a exposicdo e o
aumento da afinidade da integrina o;p33. Em contrapartida, a adesdo mediada por

essa integrina fortalece as interacfes do coldgeno com seu receptor GPVI, levando
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ao aumento da sinalizacdo, regulacdo das integrinas, liberacdo de mediadores e

desenvolvimento da atividade pré-coagulante (NIESWANDT & WATSON, 2003).

& vy L Yy
1 captura 2 ativacéo 3. firme ades&o

¥ GPb-v-IX [l repouso Il renouso

) integrin a2p1 } i
) cPv y/ ativada }'“199"“ p V ativada integrin alIbp3
e — C0lageno wi | fator de von Willebrand

Figura 7 Ativacdo plaguetaria mediada por coldgeno e fator de von Willebrand:
captura, adeséo e liberacdo de mediadores. Adaptado de NIESWANDT & WATSON
(2003)

As integrinas sdo reconhecidas como a principal classe de receptores de
superficie que medeiam a adesdo estavel das células hematopoiéticas em alta
tensdo de cisalhamento. S&o proteinas heterodiméricas que consistem de
subunidades a e B. Estdo presentes na superficie da maioria das células em uma
conformacdo de repouso que tem baixa afinidade pelo seu ligante natural, mas
podem ser convertidas a um estado de alta afinidade através da sinalizacéo interna
gerada pela interacdo de outros receptores de superficie com seus ligantes
(NIESWANDT & WATSON, 2003).

Quando as plaquetas sédo ativadas por seus agonistas através de seus
receptores especificos, a conformacgéo da integrina a; 33 € alterada aumentando sua
afinidade para seus principais ligantes: fibrinogénio, fator de von Willebrand e

fibronectina A interagcdo do complexo aPBs-fibrinogénio/fibronectina/fywW com a
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integrina o;pB3 de outra plagueta ativada adjacente promove a interacado cruzada
plagueta-plaqueta (SIMS et al.,1991; RUGGERI, 2002) (Figura 8).

Ativagcdo da integrina oyp33 € sua ligacdo ao fibrinogénio, via final comum a
ativacdo promovida por todos os agonistas plaquetarios, € apenas o inicio do
processo de agregacado plaquetaria, uma vez que essas interacdes induzem uma
transducdo de sinal que é essencial para as mudancas na organizacdo do

citoesqueleto e da agregacéo plaquetaria (ISENBERG et al. 1987).
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Figura 8 A. Principais agonistas da agregacdo plaguetaria e seus respectivos
receptores. B. Interacdo plaqueta-plagueta através da formacdo de pontes cruzadas
mediadas pelo fibrinogénio ligado as integrinas o;pB3 de plaguetas adjacentes.
Adaptado/Retirado de RUGGERI (2002)
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1.4 TERAPIAS ANTIPLAQUETARIAS

Até o momento, nenhum farmaco utilizado na terapia antiplaquetaria é
suficientemente potente, seguro e ativo por via oral para a prevencado da trombose
arterial. As terapias mais comumente utilizadas — acido acetilsalicilico (AAS),
clopidogrel, tirofibano - apresentam uma ou mais limitacdes, que incluem: pouca
eficacia, risco significativo de hemorragias, irritabilidade gastrica, resisténcia ao
farmaco ou a via de administracdo exclusivamente parenteral (Figura 9)
(HAMILTON, 2008).

O AAS inibe irreversivelmente a enzima cicloxigenase, impedindo a formacao
de TXA; nas plaquetas ativadas. Ele continua sendo a terapia padrdo nos eventos
isquémicos agudos e na prevencdo secundaria. Alguns estudos sugerem um
aumento de eventos cardiovasculares em individuos que demonstraram resisténcia
ao AAS (BHATT & TOPOL, 2003; HAMILTON, 2008).

Outra importante classe de inibidores da agregacéao plaquetéaria representam
0s antagonistas do receptor purinérgico P2Y12. A tienopiridina ticlopidina € um pro-
farmaco com alta biodisponibilidade oral que inibe irreversivelmente esse receptor.
Assim como o AAS, possui um curto tempo de meia-vida com uma longa duracéo de
acdo. No entanto, os efeitos adversos associados, como o desconforto
gastrointestinal e, mais gravemente, o surgimento de neutropenia e trombocitopenia,
limitaram sua utilizacdo clinica. O clopidogrel, outro composto da classe das
tienopiridinas, € um agente antitromboético cuja aplicacdo clinica esta bem
estabelecida nas sindromes coronarianas agudas e nas intervencdes coronarianas
percutaneas. O clopidogrel € um pro-farmaco com lento inicio de acéo, e exibe
eficacia semelhante a do AAS na prevencao secundaria ao infarto. Sua utilizagcdo em

combinacdo com o AAS tem apresentado eficacia superior, 0 que se justifica pela
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acao desses farmacos em mecanismos antiplaquetarios distintos (GOODMAN, 2006;
MICHELSON, 2008; HAMILTON, 2008).

A classe de inibidores da integrina a;p33, receptor do fibrinogénio e do fWW,
age inibindo a via final comum na agregacéo plaquetéria. A acdo desses farmacos
blogueia a agregacéo plaquetaria induzida por qualquer agonista e, por isso, essa
classe € constituida pelos antiplaquetarios mais potentes disponiveis atualmente,
como o tirofibano, abciximabe e a eptifibatida. Apesar disso, eles apresentam
algumas limitagbes, principalmente em relacdo a via de administracéo,
exclusivamente parenteral devido a baixa biodisponibilidade oral, e induzem taxas
elevadas de sangramento clinicamente relevantes e trombocitopenia (HAMILTON,
2008).

A elevacao dos niveis intracelulares de AMPc e GMPc € um dos mecanismos
mais potentes de inibicdo da agregacao plaquetéria. Esses agentes podem interferir
com todas as vias conhecidas da agregacdo plaquetéria, assim como com a
secrecdo de granulos. O principal estimulo endégeno da adenilato ciclase € a
prostaciclina, enquanto o oxido nitrico (NO) € um potente estimulador da guanilato
ciclase (SCHWARZ et al., 2001).

Outra abordagem para promover o aumento dos niveis de nucleotideos
ciclicos € baseada na inibicdo de fosfodiesterases (dipiridamol, milrinona, cilostazol).
Embora o dipiridamol ndo seja utilizado na terapia antiplaquetaria, € recomendado
seu uso em combinacdo com varfarina para profilaxia pds-operatoria primaria de
tromboembolismo em pacientes com valvulas cardiacas protéticas. Mais
recentemente, o inibidor seletivo de PDE3 (cilostazol) tem sido utilizado na clinica
para o tratamento da claudicacdo intermitente, doenca aterosclerotica dos vasos

periféricos. A utilizacdo clinica desses inibidores, especialmente em combinacao
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com baixas doses de agentes que elevam os niveis de nucleotideos ciclicos, poderia
ser bastante util em situacdes em que se deseja a inibicdo especifica da funcéo
plaquetaria, sem apresentar efeitos sobre a musculatura lisa (SCHWARZ et al,
2001).

Uma vez que as terapias disponiveis se apresentam insuficientes para o
controle efetivo dos eventos vasculares, tanto a descoberta de novos alvos
terapéuticos como a de farmacos que atuem em mais de um alvo terapéutico,
constituem-se abordagens importantes para o desenvolvimento de novos agentes

antiplaquetarios.
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Figura 9 Principais terapias antiplaquetarias e seus alvos na plagueta. Adaptado de
MACKMAN (2008).
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1.5 JUSTIFICATIVA

Os derivados N-acilidrazbnicos (NAH) sdo bastante conhecidos por
apresentarem atividade biol6gica em diferentes alvos farmacoldgicos, uma vez que
possuem uma subunidade estrutural minima capaz de fornecer pontos ligantes para
mais de um tipo de biorreceptor, cuja seletividade pode ser modulada pela adequada
introducéo de subunidades farmacoforicas auxiliares (FRAGA & BARREIRO, 2006).

Ormelli (1999), em sua dissertacédo de mestrado, demonstrou que 0 composto
3,4-metilenodioxibenzoil-2-furilidrazona, LASSBIio-129, apresentava uma potente
atividade antiagregante plaquetaria.

Kimmerle (2005) propés a N-alquilacdo dos protétipos LASSBIio-129 e
LASSBI0-294, resultando na obtencdo dos compostos N-metilados LASSBio-1003 e
LASSBIio-785 (Figura 10), respectivamente, visando adequar a relagcdo entre a
poténcia e a seletividade nos modelos farmacoldgicos avaliados. A N-alquilacao
resultou no aumento da poténcia vasodilatadora, como ilustrado na Figura 10.

Posteriormente, Brito (2005), em sua tese de doutorado, demonstrou que a
N-alquilacdo dos compostos tienilacilidrazonicos planejados a partir da modificagao
no protétipo LASSBIio-294 levou a obtencdo de compostos com potente acao
antiagregante plaquetéria e potencial efeito antitrombaético.

Inserido no programa de pesquisa em Quimica Medicinal desenvolvido no
Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio) que
compreende o0 planejamento, a sintese e a avaliacdo das propriedades
farmacoldgicas de substancias bioativas candidatas a prototipos de farmacos, trés
novas séries de compostos NAH foram sintetizadas a partir do prototipo LASSBIio-

129.
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(ORMELLI, 1999)

[ B
ey — e

LASSBIo 294 LASSBio 785

Potente acéo vasodilatadora e antiagregante
plaquetaria, inibicédo da formag&o de TXA, e modulagéo
de nucleotideos ciclicos

Cl,: AA=0,3 pM Colageno = 0,9 uM

(KUMMERLE, 2005; BRITO, 2005)

Potente agente cardiaco inotrdpico positivo
Acao vasodilatadora

Acdo analgésica e antiagregante plaquetaria
(ZAPATA-SUDO et al., 2003;SILVA et al.,
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Figura 10 Perfil farmacoldgico dos compostos N-acilidrazénicos e seus derivados

N-metilados.

Essas séries foram estruturalmente planejadas explorando modificagbes na
posicdo 5 do anel furanico, a N-metilacdo do nitrogénio amidico e a introducéo de
unidades vinilogas, visando otimizar as propriedades antiagregantes plaquetarias do
protétipo LASSBIi0-129 (RODRIGUES, 2008).

Os compostos LASSBIi0-1214, LASSBI0-1215, LASSBIi0-1216, LASSBIi0-1221,
LASSBIi0-1222 e LASSBIi0-1223 foram planejados por hibridagdo molecular e
simplificagdo molecular entre o prototipo LASSBIi0-129 e o derivado hidantoinico
dantroleno, um bloqueador da liberacdo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico que
apresenta o grupamento acilidrazona em sua estrutura (WARD, CHAFFMAN &
SORKIN, 1986) (Figura 11).

O planejamento dos compostos LASSBIio-1217, LASSBIio-1218, LASSBIo-
1220 e LASSBIi0-1276 baseou-se na estratégia de homologacdo da cadeia lateral
ligada ao C-2 do anel furéanico, com o objetivo de avaliar a eventual influéncia do

aumento desta cadeia no perfil antiplaguetario desses anélogos (Figura 12).
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Os compostos LASSBI0-1219, LASSBIi0-1267, LASSBI0-1268 e LASSBIo-
1275 foram planejados com o intuito de se obter compostos provavelmente mais
hidrossoluveis em relacdo ao protétipo LASSBI0-129 e analisar os efeitos estéricos e
fisico-quimicos na agregacéao plaquetaria (Figura 13).

Finalmente, a N-alquilacdo presente nos compostos LASSBio0-1215, LASSBio-
1220, LASSBIi0-1221, LASSBI0-1222, LASSBI0-1276 foi realizada para se avaliar a
influéncia do grupo metila no perfil de bioatividade destes compostos, assim como a

importancia da restricdo conformacional do grupo N-acilidrazona (Figuras 11, 12 e
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Figura 11 Modificacdo estrutural de LASSBIi0-129 através das estratégias de
hibridacdo, simplificacdo molecular, restricdo conformacional e bioisosterismo
(RODRIGUES, 2008)
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Figura 12 Série viniloga e seus respectivos compostos N-metilados (RODRIGUES,

2008)
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Figura 13 Série metileno aminas ciclicas (RODRIGUES, 2008)
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2 OBJETIVOS

Avaliar o perfil da atividade antiagregante plaquetaria das novas séries de

compostos N-acilidrazénicos furanicos modificados a partir do protétipo LASSBIo-

129 (Anexo I).

L

Realizar o estudo de triagem da série de compostos frente aos
principais agonistas da agregacdo plaquetaria — AA, colageno, ADP,
U46619, PAF e trombina, em plaquetas de coelho e identificar os
compostos mais ativos.

Determinar a poténcia dos compostos selecionados,

Estudar a acado dos compostos em plaquetas humanas.

Avaliar os efeitos sobre a producédo de metabdlitos da cascata do AA.
Estudar os possiveis mecanismos de acdo dos compostos mais ativos:
estudo funcional sobre fosfodiesterases (PDEs), participacdo de
nucleotideos ciclicos e receptores de adenosina.

Estudar a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade observada para

0S compostos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 SUBSTANCIAS, REAGENTES E SOLVENTES

Substéncia Fonte
Acido Acetilsalicilico Synth
Acido Araquidénico, sal sédico, 99% SIGMA

Acido citrico Grupo Quimica
Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) SIGMA

Acido Sulftrico Synth
Adenosina SIGMA
Albumina sérica bovina (BSA) SIGMA

Alcool Etilico absoluto Merck
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) Vetec

Citrato trissodico

Quimica Moderna

Cloreto de Magnésio (MgCl . 6 H,0)

Grupo Quimica

Cloreto de Potéassio (KCI) MERCK
Cloreto de Sédio (NaCl) Synth
Colageno de tendao de Aquiles de boi, tipo I, insoluvel SIGMA
Dideoxiadenosina (DDA) SIGMA
Difosfato de Adenosina (ADP) SIGMA
Dimetilsulfoxido (DMSO) SIGMA
EHNA [eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil) adenina] SIGMA

Formaldeido

Synth
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Fosfato de potassio monobasico (KH2PO,)

Vetec

Fosfato dibasico de sodio (Na;HPO, . 12 H,0)

Grupo Quimica

Glicose Vetec
HEPES &acido[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico] | SIGMA
Indometacina Merck
Kit de EIA de TXB; Amershan
KT-5720 SIGMA
Luciferina-Luciferase SIGMA
Milrinona SIGMA
Nitroprussiato de sédio (SNP) SIGMA
ODQ (1-H-[1,2,4]oxadiolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona) SIGMA
Trifosfato de adenosina (ATP) SIGMA
Trombina SIGMA
U46619 SIGMA
Zaprinast SIGMA

3.2 SOLUCOES

Solucédo EDTA 0,08M
EDTA 2,336 g
H,O destilada g.s.p. 100 ml

Ajustar o pH para 7,4 com NaOH 0,1M
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Solucédo Salina 0,9%
NaCl

H.O destilada g.s.p.

Solucédo Salina 0,9% - Formol 1%
NacCl
Formaldeido

H.O destilada g.s.p.

Solucéo de Citrato de Sdédio 3,8%
Citrato de sodio

H.O destilada g.s.p.

094¢g

100 ml

094¢g
1ml

100 ml

3,89

100 ml

Tampao Tyrode para Lavagem de Plaquetas

NaCl

NaHCOs3

KCI

Na;HPO, . 12 H,0O
MgCl, 6 H,O
HEPES

Glicose

BSA

pH

H,O destilada g.s.p.

7,83 ¢
1,01¢g

0,22 g

0,06 g

0,20 g

2,38 ¢

0,90 g

0,3 g/100 mi
7,4

100 ml
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Solucéo de ACD

Citrato trissodico 25¢9
Acido citrico 1,379
Glicose 20g
H.O destilada g.s.p. 100 mi

Solucéo de colageno 0,05%
A partir da solucéo estoque, preparada na concentracao de 0,25% em &cido
acético 3%, mantida entre 2-8C, é preparada uma diluicdo em solucao salina para

obter concentracéo final de 0,05%.

Solucéo de Acido Araquiddnico 40 mM

O sal sédico de AA adquirido comercialmente (Sigma A8798) foi
ressuspendido em etanol absoluto para preparar uma solugdo estoque de
concentragdo 40 mM. Foram preparadas aliquotas em tubos eppendorf e

armazenadas a -20<C.

Solucéo de Difosfato de Adenosina 0,4 mM
O ADP foi solubilizado em agua destilada e armazenado em solucédo estoque
na concentracdo de 20 mM a -20C. A cada experiment o, uma nova solugéo de ADP

na concentracdo de 0,4 mM era preparada utilizando agua destilada como diluente.
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Solucédo de U46619 0,4 mM

A solucdo comercial de U46619 tem como solvente o acetato de metila. O
solvente foi removido por secagem em atmosfera de nitrogénio. Em seguida,
adicionou-se etanol absoluto para obter uma solucéo estoque de 0,4 mM. Aliquotas

foram preparadas e armazenadas a -20C.

3.3 MONITORIZACAO DA AGREGACAO PLAQUETARIA

3.3.1 Método turbidimétrico

A atividade antiagregante plaquetaria dos compostos foi determinada in vitro
em plasma rico em plaquetas (PRP) citratado de coelhos e humano através do
método turbidimétrico descrito por Born & Cross (1962), monitorada em um
agregbmetro Chrono-Log modelo 560-CA. Esse método consiste na monitoracdo da
agregacdo plaquetaria através da transmitancia de luz. Um feixe de luz de
comprimento de onda 240 nm atravessa o PRP, suspensdo opaca de plaquetas
correspondendo a 0% de transmitancia, que apds a adicdo do agente agregante
torna-se progressivamente translicida proporcionalmente a formacdo dos
agregados, permitindo maior passagem de luz e consequente aumento da
transmitancia. O aparelho é calibrado para que o PRP corresponda a 0% de
transmitancia e o plasma pobre em plaquetas (PPP) corresponda a 100% de
transmitancia (Figura 14). Os registros da agregacdo foram obtidos através do
software AggroLink v. 5.1.

A agregacao plaquetaria foi registrada até atingir o maximo de agregacao e
durante, no maximo, 5 minutos ap6s a adicdo dos agonistas. A agregacao

plaquetéria foi expressa em percentual de agregacéo para os agonistas AA, ADP e
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U46619, e em velocidade de agregacdo (inclinacdo da reta tangente a curva de
transmitancia de luz) para o colageno.

Aliguotas de PRP (300 pl) foram acondicionadas em cubetas siliconizadas e
incubadas a 37T sob agitacdo de 1200 rpm por um pe riodo minimo de 1 minuto.

As substancias teste e o veiculo empregado (DMSO) foram pré-incubados por
5 minutos antes da adicdo do agente agregante. A concentracdo de DMSO na
amostra ndo ultrapassou o limite de 1%. As amostras foram analisadas em duplicata
e foram realizados no minimo de 3 experimentos independentes para cada

substancia.

METODO OPTICO

0% AGG IE EIE 100% AGG
PRP PPP

QMTW

I AGONISTA M

Figura 14 Registro do aumento da transmitancia de luz pelo método turbidimétrico
descrito por BORN & CROSS (1962).

3.3.2 Amostras de sangue

Os procedimentos experimentais obedeceram aos principios éticos da
manipulacdo animal, seguindo as normas para a pratica didatico-cientifica da
vivisseccdo de animais de acordo com a lei n°11.794 de 08 de outubro de 2008
(BRASIL, 2008).

Foram utilizados coelhos albinos de ambos sexos mantidos no Biotério do

Laboratorio de Avaliagdo e Sintese de Substéncias Bioativas (LASSBio) da
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Universidade do Brasil, com livre acesso a agua e racdo, em condi¢cdes de
temperatura ambiente variando entre 22 e 26<C, com ciclo de claro e escuro de 12h.

Foram utilizados coelhos albinos de ambos sexos, pesando entre 2,5 e 3,5
kg. O sangue foi puncionado da artéria central da orelha em citrato de sodio 3,8% na
proporcao de 1:9 (V/V).

Plaquetas humanas foram obtidas de voluntarios adultos, saudaveis, de
ambos sexos, na faixa etaria de 21 a 35 anos, sem uso de medicamentos ou outras
substancias que pudessem interferir no experimento pelo periodo minimo de 15 dias.
O sangue foi coletado por puncdo venosa da veia braquial média, com auxilio de
scalp 21 e seringa de 20 ml, em citrato 3,8% ou ACD (ensaio com plaquetas
lavadas), na proporcédo de 9 volumes de sangue para 1 volume de citrato ou ACD.
Todas as amostras de sangue humano empregadas nos estudos foram obtidas de
individuos voluntarios doadores que assinaram consentimento informado sobre a

utilizacdo do material doado. Nao foi realizado qualquer tipo de estudo clinico.

3.3.3 Obtencao do PRP e do PPP

Para todas as espécies, o PRP foi obtido por centrifugacdo a 500 x g por 10
minutos a temperatura ambiente. A separacao do plasma foi realizada com cuidado
a fim de evitar ativacao plaquetaria. O PPP foi obtido por centrifugacdo do sedimento

a 2.000 x g, por 10 minutos, a temperatura ambiente.

3.3.4 Agonistas da Agregacao

Foram utilizados como agonistas da agregacao plaquetéria:
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- Em PRP de coelhos: AA (200 uM), colageno (5 pg/ml), ADP (5 UM) e
U46619 (3 uM).

- Em PRP humano: AA (500 uM), colageno (5 pg/ml), ADP (3 uM).

As concentracfes dos agonistas escolhidas foram as concentracdes capazes
de induzir a agregacdo plaquetaria submaxima. Durante o experimento, 0S
agonistas foram mantidos a 0C.

3.3.5 Contagem de Plaquetas

Uma aliquota de 20 pl de PRP foi diluida em 980 pl de solugéo salina-formol
1%. A contagem foi realizada em Camara de Neubauer e a leitura em microscopio
optico Olympus, modelo BX 40, aumento de 100x. As suspensdes de plaguetas de
coelho e humanas foram utilizadas nas concentracdes meédia de 600.000

plaquetas/pl e 300.000 plaguetas/ul, respectivamente.

3.3.6 Estudo da agregacao plaquetaria em plaquetal avada

O sangue foi coletado em 1 volume de ACD para 9 volumes de sangue,
centrifugado por 10 minutos a 500 x g para remocao dos eritrocitos. O PRP foi
centrifugado entdo a 2000 x g por 12 minutos para obtencdo do pellet plaquetério. O
sobrenadante foi descartado e as plaquetas suspensas em tampédo Tyrode de
lavagem. Realizou-se nova centrifugacéo, descarte do sobrenadante e as plaquetas
foram novamente suspensas no tampao Tyrode. O experimento de agregacéo foi
realizado utilizando o tampé&o Tyrode como 100% de transmitancia.

Procedeu-se a agregacao conforme descrito em 3.3.1 empregando-se a

trombina 0,05 Ul/ml como agente agregante.



35

3.3.7 Estudo indireto da atividade inibidora de fos  fodiesterases em plaqueta

humana lavada

A atividade qualitativa sobre a inibicdo de PDE foi avaliada indiretamente
utilizando plagueta humana lavada estimulada por trombina 0,5 Ul/ml na presenca
ou auséncia do doador de 6xido nitrico, SNP (10 uM) e inibidor de PDE3 (milrinona
100 uM), monitorada através de meétodo turbidimétrico conforme descrito na secao
3.3.1. Os compostos foram avaliados entre 100-300 puM, pré-incubados por 1 minuto
com SNP ou SNP + milrinona antes da adicao de trombina. O registro da agregacéao

foi realizado por 2 minutos (DICKINSON et al., 1997).

3.3.8 Estudo do efeito da inibicdo da guanilato cic  lase estimulada por NO na

agregacao plaquetaria em PRP citratado de coelhos e humano

O inibidor da guanilato ciclase estimulada por NO, ODQ, 1-H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona, foi incubado na concentragédo de 10 puM por
5 minutos em PRP humano ou de coelhos e, posteriormente, foram adicionados os
compostos teste na concentracdo de 100 pM, incubados por mais 5 minutos. O
coldgeno (5 pg/ml) foi empregado como agonista da agregacdo plaquetaria,
monitorada conforme descrito na secéo 3.3.1 (JANG et al., 2002). O composto SNP

foi utilizado como controle positivo (10-100 uM).
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3.3.9 Estudo do efeito da inibicho da adenilato cic lase na agregacéo

plaguetaria em PRP citratado de coelhos e humano

O inibidor de adenilato ciclase, 2’, 5’ dideoxiadenosina (DDA), foi incubado na
concentracédo de 100 uM por 5 minutos em PRP de coelhos e, posteriormente, foram
adicionados os compostos teste na concentracdo de 100 uM, incubados por mais 5
minutos. O colageno (5 pg/ml) foi empregado como agonista da agregacao
plaquetéaria, monitorada conforme descrito na secao 3.3.1. O inibidor da agregacao
plaquetéaria adenosina, agonista do receptor A, acoplado a proteina Gs, foi utilizado

como controle positivo (JANG et al., 2002).

3.3.10 Estudo do efeito da inibicdo de PKA na agreg  acao plaquetaria em PRP

de coelhos e humano

O inibidor de PKA, KT-5720, foi incubado na concentracdo de 5 pM por 5
minutos e, posteriormente, foram adicionados 0s compostos teste na concentracao
de 100 pM e incubados por mais 5 minutos. O colageno (5 pg/ml) foi empregado
como agonista da agregacao plaquetaria, monitorada conforme descrito na secéo
3.3.1. O nitroprussiato de sodio (SNP), doador de 6xido nitrico, foi utilizado como

controle positivo (LI et al., 2003).

3.3.11 Estudo da agregacao plaguetaria em sangue hu  mano total

A agregacdo plaquetaria em sangue humano total foi realizada através do
método de impedancia. A impedancia foi medida em sangue diluido em solucdo

fisiologica (NaCl 0,9%) na proporcédo 1:1 através do uso de eletrodos apropriados. O
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colageno (20 pg/ml) foi empregado como agonista e o registro da impedancia feito

em Q/min (CARDINAL & FLOWER, 1980).

3.3.12 Estudo da secrecdo plaquetéria através da me dida da luminescéncia

(FEINMAN et al., 1977)

A reacdo de secrec¢do plaguetaria foi medida através da quantificagcdo do ATP
secretado por luminescéncia empregando-se o reagente luciferina-luciferase. O
reagente € adicionado a suspensao de plaquetas quatro minutos antes da adi¢éo do
agonista (colageno 5 pg/ml). A luciferina/luciferase reage com o ATP liberado a partir
dos granulos de estocagem, degradando-o em AMP, com emissdo de fétons de
energia (luminescéncia). A intensidade de luminescéncia € previamente calibrada na
presenca de uma concentracdo de 2 nM de ATP, estabelecendo um ganho no
aparelho que permite o registro da luminscéncia em torno de 50%. Os resultados de

secrecao foram obtidos através da seguinte relacao:

nM ATP secretado = luminescéncia do ensaio/ganho do ensaio x ganho do

padrao/luminescéncia do padrdo x nM ATP padrao

3.4 DOSAGEM DE TXB; EM SANGUE HUMANO

Foi procedido o ensaio de agregacao plaquetaria em PRP humano citratado
conforme descrito na secdo 3.3.1 e empregando-se o0 AA como agonista na

concentracdo de 500 UM — concentragdo capaz de produzir agregacdo paquetaria
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submaxima em plaquetas humanas. Apds 5 minutos da adicdo de AA, a reacdo de
formacdo de TXB, foi interrompida pela adicdo de indometacina 10 uM e EDTA 2
mM. O plasma foi entdo centrifugado a 6.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante
recolhido e armazenado entre 2-8C para posterior d osagem de TXB,. A dosagem
foi realizada por kits de ensaio imunoenzimatico, conforme orientagdo do fabricante.

As amostras foram lidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450 nm.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram analisados por ANOVA One Way seguido do teste
de Dunnet ou pelo teste “t” de Student, ambos testes para um nivel de significancia
de *p<0,05. Os resultados foram expressos em média = erro padrdo da média
utilizando o programa Prisma Plot versédo 4.0. Os valores de Clso (concentracéo da
substéancia inibitéria que produz 50% de inibicdo da resposta) foram obtidos atraves

de regresséo nao linear.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DE TRIAGEM DA ATIVIDADE ANTIAGREGANTE PL AQUETARIA
DOS NOVOS DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS ANALOGOS AO

LASSBio-129

4.1.1 Avaliacdo dos derivados N-acilidrazbnicos na agregagdo plaquetéria

(AP) induzida por AA (200 uM) em PRP citratado de coelhos

Os compostos LASSBIi0-129, LASSBI0-1003, LASSBIi0-1215, LASSBIi0-1217,
LASSBIi0-1220, LASSBIi0-1221, LASSBIi0-1222, LASSBIi0-1223 e LASSBIi0-1276, na
concentracdo de 100 pM, foram capazes de inibir significativamente a agregacéo
plaquetéaria (AP) induzida por AA (Tabela 2). Cinco dos compostos — LASSBio-1220,
LASSBIi0-1222, LASSBIi0-1223, LASSBIi0-1003 e LASSBIi0-1276 - inibiram a
agregacdo em 100%. o farmaco dantroleno, prototipo utilizado no planejamento

estrutural, ndo apresentou atividade inibitéria.

4.1.2 Avaliacdo dos derivados N-acilidrazénicos na agregacao plaquetaria

induzida por colageno (5 pg/ml) em PRP citratado de coelhos

Os compostos LASSBI0-1215, LASSBI0-1220, LASSBIi0-1222, LASSBIo-
1223, LASSBI0-1003 e LASSBI0-1276, na concentracdo de 100 pM, inibiram
significativamente a AP induzida por colageno de 50-76% (Tabela 3).

Todos os seis compostos ativos frente a esse agonista também inibiram a

agregacao plaquetaria induzida por AA, o que sugere que o mecanismo de inibicdo
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possa estar relacionado a cascata do AA, ja que a formacdo de TXA, € uma via
comum a acdo de ambos agonistas.

Tabela 2 - Efeito dos derivados N-acilidrazénicos na agregacao plaquetaria induzida

por acido araquiddnico (200 uM) em PRP citratado de coelho

Substancia (100 pM) n % Agregacdo  %lnibi¢éao
AA 200 uM 7 70,1+ 3,9 -
DMSO” 7 60,7 + 6,0 14,0 n.s.
LASSBIo-129 4 16,9+124 72,1**
LASSBIi0-1003 4 0,0+0,0 100**
LASSBIo-1214 4 61,0 £ 13,7 -0,5n.s.
LASSBIo-1215 4 4,3 +3,0 93,0**
LASSBIio-1216 4 69,8 + 6,2 -14,9 n.s.
LASSBIo-1217 7 15,7+11,0 74,1**
LASSBIio-1218 4 53,8+194 11,4 n.s.
LASSBIio-1219 4 56,3+ 19,3 7,2 n.s.
LASSBIi0-1220 4 0,0+0,0 100**
LASSBIo-1221 6 28,5+11,6 53,0*
LASSBI0-1222 4 0,0+0,0 100**
LASSBI0-1223 4 0,0£0,0 100**
LASSBI0-1267 3 49,4 + 13,2 18,6 n.s.
LASSBIi0-1268 3 61,7+4,1 -1,6 n. s.
LASSBIi01275 3 58,0+4)9 4,5n.s.
LASSBIio-1276 3 0,0+0,0 100**
Dantroleno 3 62,3+4,4 -2,6 n.s.

Resultados expressos em média + erro padrdo; n = nimero de experimentos independentes; n.s. =
ndo significativo; *p<0,05, **p<0,01 (ANOVA oneway; Dunnet test). Substancias foram incubadas com

o PRP 5 min antes da adicdo do agonista. “A concentracdo de veiculo nas amostras ndo excedeu 1%.
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Tabela 3 - Efeito dos compostos na agregacao plaquetéaria induzida por colageno (5
pg/ml) em PRP citratado de coelho

Substancia (100 pM) % Agregacao/minuto %Inibic&o
Colageno 5 pg/ml 58,5+4,1 -
DMSO” 62,0+ 1,6 5,9 n.s.
LASSBi0-129 55,0+ 3,5 11,3 n.s.
LASSBIi0-1003 31,2+ 3,2 49,6**
LASSBIio-1214 60,0+ 4,6 3,2 n.s.
LASSBIi0-1215 15,0+29 75,8**
LASSBIio-1216 53,5+3,7 13,7 n.s.
LASSBio-1217 51,0+x1,0 17,7 n.s.
LASSBIi0-1218 60,7+ 2,5 2,1n.s.
LASSBi0-1219 47,8 + 6,7 22,9n.s.
LASSBIi0-1220 175+5,4 71,7**
LASSBi0-1221 48,1 + 5,2 22,4 n.s.
LASSBI0-1222 19,2+59 69,0**
LASSBi0-1223 18,5+6,0 70,2**
LASSBI0-1267 57,7+ 3,0 6,9 n.s.
LASSBIio-1268 63,5+1,0 -2,4 n.s.
LASSBIi01275 60,729 2,1n.s.
LASSBIio-1276 27,8+2,6 55,2**
Dantroleno 74 +5,1 -19,3 n.s.

Resultados expressos em média + erro padrao; n = 3 (nimero de experimentos independentes); n.s.
= néo significativo; **p<0,01 (ANOVA oneway; Dunnet test). Substancias foram incubadas com o PRP

5 min antes da adicdo do agonista. “A concentracdo de veiculo nas amostras ndo excedeu 1%.
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4.1.3 Avaliacdo dos derivados N-acilidrazbnicos na agregacao plaquetaria

induzida por ADP (5 pM) em PRP citratado de coelhos

Os derivados LASSBI0-1215 e LASSBIi0-1276, na concentracdo de 100 uM,
foram os Unicos capazes de inibir significativamente a agregacao induzida por ADP,
embora esta inibicdo tenha se apresentado de forma mais moderada comparada

com os agonistas anteriores (Tabela 4).

4.1.4 Avaliacdo dos derivados N-acilidrazénicos na agregacao plaquetaria

induzida por U46619 (3 uM) . em PRP citratado de coelhos

Nenhum dos compostos foi capaz de inibir a agregacao plaquetaria induzida
pelo analogo de PGH,, U46619, agonista do receptor TP, na concentracdo de 100

MM (Tabela 5).

4.1.5 Avaliacdo dos derivados N-Acilidrazénicos na agregacdo plaquetaria

induzida por PAF (1 uM) em PRP citratado de coelho

Os derivados mais ativos foram avaliados na concentracéo de triagem (100
KUM) frente ao PAF. Nao foi observado efeito antiagregante plaquetario significativo

(Grafico 1A).
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Tabela 4 - Efeito dos compostos na agregacao plaquetaria induzida por ADP (5 pM)
em PRP citratado de coelho

Substancia (100 uM) n % Agregacao %Inibicéo
ADP 5 uM 57,9 £45 -
DMSO” 7 54,5+ 1,9 5,8 n.s.
LASSBI0-129 3 46,8 + 3,3 14,1 n.s.
LASSBIio-1003 3 53,3+3,1 2,2n.s.
LASSBio-1214 3 46,2+ 2,4 15,2 n.s.
LASSBIio-1215 3 40,5+2,0 25,7*
LASSBI0-1216 3 489+ 44 10,3 n.s.
LASSBio-1217 3 46,0 £ 0,6 15,6 n.s.
LASSBIio-1218 3 445+ 41 18,3 n.s.
LASSBIio-1219 3 45,8 + 3,0 15,9 n.s.
LASSBIi0-1220 3 55,3+15 1,4 n.s.
LASSBIio-1221 3 495+11 9,2 n.s.
LASSBIi0-1222 3 443 + 8,4 18,7 n.s.
LASSBIio-1223 3 46,3+ 2,3 15,0 n.s.
LASSBIi0-1267 3 55,0+1,3 0,0 n.s.
LASSBIi0-1268 3 57,8+ 3,4 0,0 n.s.
LASSBIi01275 3 50,3+0,9 7,7 n.s.
LASSBIio-1276 3 42,2 + 3,5 22,6*
Dantroleno N&o realizado

Resultados expressos em média * erro padrdo; n = nimero de experimentos independentes; n.s. =
nao significativo; *p<0,05 (ANOVA oneway; Dunnet test). Substancias foram incubadas com o PRP 5

min antes da adicdo do agonista. ” A concentracéo de veiculo nas amostras ndo excedeu 1%.



44

Tabela 5 - Efeito dos compostos na agregacéo plaquetéaria induzida por U46619 (3
MM) em PRP citratado de coelho

Dantroleno

Nao realizado

Substancia (100 uM) n % Agregacao %Ilnibicéo
DMSO" 4 60,0+ 1,8 8,3 n.s.
LASSBI0-129 3 65,0+ 2,0 6,7 n.s.
LASSBIio-1003 3 60,0+ 8,4 3,3 n.s.
LASSBIo-1214 3 56,0+5,2 6,7 n.s.
LASSBIo-1215 4 52,0+ 2,8 13,3 n.s.
LASSBIo-1216 4 440+ 6,3 26,7 n.s.
LASSBIi0-1217 3 54,0+6,9 10,0 n.s.
LASSBIio-1218 4 53,051 11,6 n.s.
LASSBIio-1219 3 52,0+ 2,6 13,3 n.s.
LASSBI0-1220 3 49,0+4,0 18,3 n.s.
LASSBIo-1221 4 62,0+ 3,0 3,3n.s.
LASSBI0-1222 3 52,055 13,3 n.s.
LASSBI0-1223 3 53,0+4,6 11,7 n.s.
LASSBIo-1267 3 58,0+ 0,0 3,3 n.s.
LASSBIi0-1268 3 70,0+ 2,6 16,7 n.s.
LASSBI01275 3 59,0+7,2 1,7 n.s.
LASSBIo-1276 4 47,0+ 14,0 21,7 n.s.

Resultados expressos em média * erro padrdo; n = nimero de experimentos independentes; n.s. =
nao significativo; *p<0,05 (ANOVA oneway; Dunnet test). Substancias foram incubadas com o PRP 5

min antes da adi¢c&o do agonista. * A concentracdo de veiculo nas amostras ndo excedeu 1%.
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4.1.6 Avaliacdo dos derivados N-Acilidrazbnicos na agregacdo plaquetaria

induzida por trombina (0,5 Ul/ml) em plaqueta de co  elho lavada

Tendo em vista a relevante atividade antiagregante plaquetaria observada em
PRP de coelhos, os compostos mais ativos (100 uM) foram avaliados em plaqueta
lavada de coelhos frente a trombina 0,5 Ul/ml. Nenhum dos compostos apresentou

atividade relevante frente a esse agonista (Gréfico 1B).

A PAF 1 uM B Trombina 0,5Ul/ml

100+
1001

80+

60

% Agregacéo

40-

% Agregacao

204

HLUMMLHHDMIMY
Uik

A

LMY

Compostos 100 uM Compostos 100 uM

Grafico 1 Efeito dos compostos N-acilidrazbnicos mais ativos na agregacéao
plaquetéaria induzida por PAF 1 uM em PRP de coelhos; e trombina 0,5 Ul/ml em

plagueta de coelhos lavada. n = 3 experimentos independentes.

Os estudos de triagem permitiram a selecdo de um grupo de oito compostos
que apresentaram atividade significativa na agregacao induzida por AA e de seis
compostos ativos na agregacao induzida por colageno. A potente atividade desses
compostos frente a esses dois agonistas aponta para um mecanismo de agao sobre
a cascata do AA, uma vez que ambos ativam a plaqueta por uma via comum que
envolve a participacdo de metabolitos do AA (KARNIGUIAN et al.,1990). A atividade

antiagregante plaquetaria dos derivados N-acilidrazénico se da, possivelmente, pela
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inibicdo da enzima COX-1, principal isoforma encontrada na plaqueta, e/ou pela
inibicdo da enzima tromboxana sintase. A agao inibitoria sobre o receptor de TXA;,
TP, pode ser excluida, uma vez que os compostos foram incapazes de inibir a AP
induzida pelo agonista desse receptor, U46619. Além disso, em PRP de coelhos, a
agregacédo induzida por ADP ndo € majoritariamente dependente da formacéo de
TXA, e 0s compostos da série ndo apresentaram atividade inibitoria da agregacéo
induzida por esse agonista. Da mesma forma, a inatividade frente aos demais
agonistas cujas vias de sinalizacdo sdo independentes do metabolismo do AA,
reforcam essa hipoétese.

Os compostos mais ativos (Tabela 6) foram selecionados para os estudos de
poténcia. Esses estudos permitirdo identificar possiveis diferencas na atividade
observada resultantes das modificacdes estruturais propostas.

Tabela 6 — Compostos selecionados para estudos de poténcia

Compostos

LASSBi0-1003 <Z]©)1N/@ LASSBIio-1221 <Z]©)im“§/@\©*wm
LASSBi0-1215 LoeLd> | assBio-1222 @@X@
LASSBi0-1217 Lo | AssBio-1223 : @*m@
LASSBi0-1220 Q@*OWWQ LASSBi0-1276 @@JCL'N/MVD\NOZ



47

4.2 ESTUDOS DE POTENCIA

4.2.1 Determinacao da poténcia dos derivados  N-acilidrazdnicos na agregacao

plaguetéaria induzida por AA (200 uM) em PRP citrata  do de coelhos

Depois de identificados os compostos mais ativos frente aos principais
agonistas da agregacédo plaquetaria, foi iniciado o estudo de determinacédo de suas
poténcias (Clsp) na agregacao induzida por AA em PRP citratado de coelhos (Tabela
7; Figuras 15-17).

Os compostos foram testados individualmente em concentragbes crescentes

de 0,3 uM, 1 uM, 3 uM, 10 pM, 30 uM, 100 puM e 300 pM.

Tabela 7 — Poténcia (Clsp) dos derivados N-acilidrazénicos na agregacao plaquetéria
induzida por AA (200 uM) em PRP citratado de coelho

Compostos n Clso (M)

LASSBIi0-129 5 30,1 (29,8 -30,4)
LASSBIi0-1003 5 1,2 (0,4-3,4)
LASSBIi0-1215 5 0,7 (0,6-1,1)
LASSBIio-1217 5 47,4 (43,8 -51,3)
LASSBIi0-1220 6 1,7 (0,9-3,1)
LASSBIio-1221 5 29,6 (27,6 —31,7)
LASSBIi0-1222 7 20 (1,9-2,2)
LASSBIi0-1223 8 7,9 (6,2-10,2)
LASSBIi0-1276 4 23,2 (23,1-23,4)

Resultados de Clsy com intervalo de confianga de 95% do valor de Clsg. n= nimero de experimentos

independentes. Substancias foram incubadas com o PRP 5 min antes da adicdo do agonista
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Figura 15 Curvas concentracdo X efeito (% inibicdo agregacdo plaquetéria) dos
derivados LASSBIi0-129, LASSBIi0-1003, LASSBIi0-1215 e LASSBIi0-1220 na
agregacao plaquetéria induzida por AA (200 uM) em PRP de coelho
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induzida por AA (200 uM) em PRP de coelho
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agregacao plaquetéria induzida por AA (200 uM) em PRP de coelho
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4.2.2 Determinacdo da poténcia dos compostos N-acilidrazbnicos na

agregacao plaquetaria induzida por colageno (5 ug/m 1) em PRP citratado

de coelhos

Foi realizado estudo da poténcia antiagregante plaquetaria dos compostos

mais ativos frente ao coldgeno em PRP citratado de coelhos através da

determinacéo das respectivas Clso (Tabela 8; Figuras 18 e 19).

Os compostos foram testados individualmente em concentracdes crescentes

de 0,3 uM, 1 pM, 3 uM, 10 puM, 30 uM, 100 puM e 300 pM.

Tabela 8 — Poténcia (Clsp) dos derivados N-acilidrazénicos na agregacao plaquetéria

induzida por colageno (5 pg/ml) em PRP citratado de coelho

Compostos n Cl 50 (UM)

LASSBIi0-129 5 156,1 (114,4-212,9)
LASSBI0-1003 7 8,2 (6,0-11,1)
LASSBI0-1215 8 45 (3,9-51)
LASSBIi0-1220 7 6,1 (4,3-8,5)
LASSBi0-1222 7 6,0 (4,9-7,4)
LASSBi0-1223 6 47,7 (39,7 -57,3)
LASSBi0-1276 6 412 (32,7-517)

Resultados de Cls, com intervalo de confianca de 95% do valor de Clso. n= no. de experimentos

independentes. Substancias foram incubadas com o PRP 5 min antes da adicdo do agonista.
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Figura 18 Curvas concentracdo X efeito (% inibicdo agregacdo plaguetaria) dos
derivados LASSBIi0-129, LASSBIi0-1003, LASSBIi0-1215 e LASSBIi0-1220 na

agregacao plaquetaria induzida por colageno (5 ug/ml) em PRP de coelho
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derivados LASSBI0-129, LASSBI0-1222, LASSBI0-1223 e LASSBIi0-1276 na

agregacdao plaquetéria induzida por coldgeno (5 pg/ml) em PRP de coelho
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4.3 ESTUDO DA RELACAO ESTRUTURA x ATIVIDADE DOS DER IVADOS N-

ACILIDRAZONICOS

Buscando identificar os compostos mais ativos da série e compreender o
perfil de atividade frente as modificacdes estruturais propostas, foram iniciados os
estudos de poténcia.

Com base nos estudos de poténcia, podemos identificar dois grupos de
derivados de acordo com a ordem de grandeza da poténcia (Clso) apresentada
frente ao AA: o primeiro grupo, formado pelos compostos LASSBIi0-1215, LASSBio-
1220, LASSBI0-1222, LASSBi0-1223 e LASSBIi0o-1003 (Figura 20), que
apresentaram valores de Clsg entre 0,7 uM e 8 uM; e o segundo grupo, formado
pelos compostos LASSBIi0-1217, LASSBIi0-1221 e LASSBIi0-1276 (Figura 21), que

apresentaram valores de Clsp entre 23 pM e 47 M.
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Figura 20 Compostos de poténcia elevada - poténcias entre 0,7 uM e 8 uM
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Figura 21 Compostos de poténcia moderada: poténcias entre 23 uM e 47 uM

O primeiro grupo apresentou atividade otimizada em relacdo ao seu prototipo
LASSBIi0-129.

A introducdo do grupo metila no nitrogénio amidico da acilidrazona
representou um importante incremento da atividade antiagregante plaquetaria, o que
pode ser observado se comparamos as atividades de todos os compostos metilados
da série em relagdo a seus analogos ndo metilados (Tabela 9). Esses resultados
corroboram aqueles observados na potencializacdo da atividade antiagregante
plaquetéaria de derivados tienilacilidrazbnicos através da introducdo de substituintes
no N-amidico do grupamento N-acilidrazona (KUMMERLE, 2005; BRITO, 2005).

A introducao de substituintes na posi¢cao 5 do anel furanico, com excec¢ao dos
substituintes bromo e nitro, representou uma perda significativa da atividade, a
exemplo de LASSBI0-1216 e LASSBIo-1221, com substituinte p-nitrofenila, e de
LASSBIi0-1219, LASSBIi0-1267, LASSBIi0-1268 e LASSBIio-1275, com as
subunidades metileno amina ciclica (Tabela 9). Analisando a poténcia do derivado
LASSBIi0-1215 (Clsp = 0,7 uM frente ao AA e 4,5 uM frente ao colageno), podemos
observar que a introducdo do grupamento nitro (NO) conferiu a este o dobro da
poténcia em relacdo ao seu analogo ndo substituido, LASSBIi0-1003 (Clsg = 1,2 pM

frente ao AA e 8,2 uM frente ao colageno).
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Tabela 9 — Tabela comparativa da atividade antiagregante plaquetaria dos derivados

N-acilidrazdnicos metilados e ndo-metilados (100 uM) na AP induzida por colageno
(5 ng/ml) e AA (200 uM) em PRP de coehos.
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Por outro lado, a introdugdo do atomo bromo, presente em LASSBIi0-1223,
significou um importante aumento da atividade observada, uma vez que este
composto foi o analogo ndo metilado mais potente da série, sendo sua poténcia
comparavel a dos compostos N-metilados na agregacéo plaquetéaria induzida por AA
(Tabela 7). Vale a pena ressaltar que na série de compostos tienilacilidrazénicos, o
composto bromo-substituido, LASSBio-789 (Clsp = 3,1 uM frente ao AA e 3,4 uM
frente ao colageno), também representou incremento de atividade antiagregante
plaquetaria em relacdo ao seu prototipo ndo substituido, LASSBIi0-294 (Clso = 15,3
UM frente ao AA e 18,3 uM frente ao colageno) (BRITO, 2005).

Pode-se inferir que, na inibicdo da agregacéo plaquetaria induzida por AA, a
introducdo do substituinte bromo representa um incremento de atividade tao
importante quanto a N-metilagdo em relacdo ao prototipo, sugerindo que este atomo
esteja conferindo a molécula propriedades diferentes que otimizam seu perfil
antiagregante plaquetario. Sabe-se que os grupos Br e NO, exercem um efeito
retirador de elétrons sobre o anel heterociclico, sendo o grupo NO, mais retirador
qgue o grupo Br. No entanto, esses substituintes se diferenciam bastante com relacéo
a lipofilicidade (RODRIGUES, 2008), indicando provavelmente que o efeito
antiagregante plaquetario deve estar mais provavelmente relacionado ao caréater
lipofilico conferido pelo substituinte Br.

E curioso notar que o derivado N-metilado com substituinte bromo, LASSBio-
1222, né&o apresentou atividade superior ao analogo N-metilado ndo substituido,
LASSBI0-1003 (Tabela 7), o que sugere que as propriedades conferidas por essas
modificacdes estruturais em diferentes regides da molécula ndo se somam, ou seja,
contribuem por mecanismos independentes e diferentes para o incremento da

atividade antiagregante plaguetaria induzida por AA.
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A estratégia de homologacédo parece néo interferir na atividade antiagregante
plaguetaria uma vez que os compostos vinilogos LASSBIio-1220 e LASSBio-1217
nao apresentaram incremento nem perda de atividade em relagdo a seus analogos
nao homologados LASSBIio-1003 e LASSBIi0-129. A introduc&o do substituinte nitro
nos compostos homologos representou perda de atividade, o que pode ser
observado nos derivados LASSBIi0-1276 e LASSBIio-1218 quando comparados a
seus analogos vinilogos LASSBIi0-1220 e LASSBIi0-1217, respectivamente.

Na agregacao plaquetaria induzida por colageno, de forma analoga, também
se distingue dois grupos de derivados em funcdo da ordem de grandeza da poténcia
observada. LASSBIio-1003, LASSBIio-1215, LASSBIi0-1220 e LASSBIio-1222 (valores
de Clsp entre 4 uM e 8 uM) e LASSBI0-1223 e LASSBI0-1276 (valores de Clso 48 uM
e 41 uM, respectivamente). Todos 0s compostos apresentaram atividade otimizada
em relacdo ao prototipo LASSBIi0-129 frente a esse agonista. O composto LASSBio-
1223 foi menos ativo que seu analogo N-metilado, indicando que, frente a esse
agonista, a contribuicdo do grupo metila é mais importante do que a contribuicdo do
atomo bromo na posi¢ao 5 do anel furanico.

Os compostos LASSBIi0-1003 e LASSBI0-1215 destacam-se, portanto, como
0s mais ativos da série.

A fim de melhor caracterizar o perfil de atividade da série, 0s compostos mais

ativos foram estudados em plaquetas humanas induzidas por colageno (5 pg/ml) e

ao ADP (3 uM).



4.4 ESTUDO DA ACAO DOS COMPOSTOS N-ACILIDRAZONICOS EM

PLAQUETAS HUMANAS

4.4.1 Efeito dos derivados N-acilidrazénicos na agregacdo plaquetéria

induzida por coldgeno (5 pg/ml) em PRP humano citra  tado

Os compostos foram avaliados na agregacdo plaquetaria induzida por
coldgeno nas concentragcées de 100 uM e 300 pM. Nenhum dos compostos foi
capaz de inibir significativamente a agregacdo plaquetaria na concentracdo de 100
KUM. Na concentracdo de 300 uM, os compostos LASSBIi0-1215, LASSBio-1223 e
LASSBIi0-1003 inibiram significativamente a agregac¢éo plaguetaria em PRP humano
(Tabela 10).

Tabela 10 — Efeito dos derivados N-acilidrazénicos na agregacdo plaquetéria

induzida por colageno (5 pug/ml) em PRP humano

Substancia % Agregacao/ % %Agregacao/ %
min Inibicdo min Inibicado
[LASSBIio] 100 uM [LASSBIio] 300 uM
Colageno 5 pg/ml 111,3+4,7 111,5+8,5
DMSO* 125,8 £9,9 107,5+11,5
LASSBI0-129 114,0 +£18,0 9,3 n.s. 102575 4,7 n.s.
LASSBIio-1003 91,3+18,2 27,4 n.s. 18,0+4,0 83,3*
LASSBIo-1215 98,3+9,3 219 n.s. 285+75 73,5*
LASSBI0-1220 122,+13,5 2,6n.s. 92,0+9,0 14,4 n.s.
LASSBIi0-1222 120,5+13,5 4.2 n.s. 68,0+11,0 36,7 n.s.
LASSBI0-1223 101,7 £5,3 19,2 n.s. 59,5+11,5 44 7*
LASSBIo-1276 113,0+11,9 10,1 n.s. 112,0+£3,0 0

Resultados expressos em média + desvio padrao médio; nimero de experimentos independentes = 3;
n.s. = ndo significativo; *p<0,05 (ANOVA oneway; Dunnet test). Substancias foram incubadas com o

PRP 5 min antes da adigdo do agonista. “ A concentragéo de veiculo nas amostras nio excedeu 1%.
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4.4.2 Efeito dos derivados N-acilidrazbnicos na agregacdo plaquetéaria

induzida por ADP (3 uM) em PRP humano citratado

Na agregacdo plaquetaria induzida por ADP em plaquetas humanas, é
observada uma segunda onda de agregacdo em funcdo da concentracéo
empregada. Essa € uma caracteristica da resposta desse agonista em PRP humano
e esta relacionado a formacao de TXA, (CAZENAVE et al., 1983). Essa segunda
onda de agregacao é completamente inibida pelo acido acetilsalicilico (AAS) e pela
indometacina.

A maioria dos derivados testados foi capaz de inibir completamente a
segunda onda da agregacao plaquetaria induzida por ADP em PRP humano. Os
derivados LASSBI0-129 e LASSBIi0-1221 bloquearam parcialmente esse fenémeno
(Tabela 10, Grafico 2). Esse resultado indica uma possivel acdo dessas substancias
sobre as enzimas da cascata do acido araquidénico responséaveis pela formacéo de
TXA;,, possivelmente COX-1, isoforma predominante na plaqueta, ou tromboxana
sintase (TXS). O derivado LASSBIi0-1276 néo inibiu significativamente o fenémeno.

Nenhum dos compostos foi capaz de inibir significativamente a 12 onda da
agregacdo. Esses resultados sugerem que a acdo antiagregante plaquetaria dos
compostos provavelmente ndo envolve a inibicdo dos receptores purinérgicos P2Y1
e/lou P2Y12.

Cabe destacar a atividade dos derivados LASSBIio-1215 e LASSBI0-1223,
que inibiram significativamente a agregacédo induzida por ADP em torno de 40% e
30%, respectivamente, conferindo-lhes um perfil de atividade antiagregante
plaquetaria superior, jA que conseguem controlar a AP induzida por diferentes

agonistas em plaquetas humanas (Tabela 11, Gréfico 2).



Tabela 11 — Efeito dos derivados N-acilidrazonicos na agregacdo plaquetéaria
induzida por ADP (3 uM) em PRP humano

0 0, 0, 0,
Substancia n Agreg/?agéo Inibi/goao Inibi/goao Inibi/goao
(100 uM) total 12 onda 22 onda
ADP 3uM 4 64,0+ 44 - - -
DMSO” 4  69,3+78 - - -
AAS 3 53,0+5,5 23,5n.s. n.s 96,5*
LASSBIi0-129 4 58,0+ 6,0 16,2 n.s n.s 41,7
LASSBIi0o-1003 4 52,5+6,0 245n.s n.s 96,1*
LASSBIi0-1215 4 425+ 3,8 38,6* n.s 97,4*
LASSBIi0-1220 4 55,5+ 3,8 19,9 n.s n.s 97,0*
LASSBI0-1221 4 63,3+5,4 8,7n.s n.s 40,4*
LASSBIi0-1222 4 55,8+ 6,6 19,5n.s n.s 94,7*
LASSBI0-1223 4 48,5+ 3,0 30,0* n.s 88,3*
LASSBIi0-1276 4 69,0+7,6 0,4n.s n.s 22,4 n.s

Resultados expressos em média + desvio padrdo médio; n = nimero de experimentos independentes;
n.s. = ndo significativo; *p<0,05 (ANOVA oneway; Dunnet test). Substancias foram incubadas com o

PRP 5 min antes da adigdo do agonista. “ A concentragéo de veiculo nas amostras nio excedeu 1%.
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4.4.3 Avaliacao dos derivados N-acilidrazénicos em sangue humano total

O efeito inibidor da formacéo de agregados/coagulos em sangue total sugere
um potencial antitrombético. O efeito dos compostos na agregacédo plaquetaria de
sangue humano total foi determinado através do registro da impedéancia em
plaquetas estimuladas por colageno (20 pug/ml). Os compostos foram testados nas
concentracbes de 100 uM e 300 uM. LASSBI0-1003, LASSBIio-1215 e LASSBIo-
1223 inibiram significativamente a agregacdo na concentracdo de 300 uM. O AAS,
na concentracdo de 100 uM, também nao foi capaz de inibir a agregacdo em sangue

total (Tabela 12).

Tabela 12 — Efeito dos compostos em sangue total humano estimulado por colageno
(20 pg/ml)

Substancia Impedancia % Impedancia %
Q/min Inibicdo Q/min Inibicdo
[LASSBIio] 100 uM [LASSBIo] 300 uM
Colageno 20 pg/ml 99+1,0 11,3+£1,2
DMSO* 6,7+0,2 8,4+0,9
AAS - 28,7 n.s. - -
LASSBI0-129 - - 75+19 11,8 n.s.
LASSBIio-1003 53+1,7 21,6 n.s. 45+0,6 46,5*
LASSBI0-1215 54+1,7 19,9 n.s. 43+1,4 49,4*
LASSBI0-1220 7,715 0,0 n.s. 7,5+0,1 11,2 n.s.
LASSBI0-1222 6,2+1,8 7,5n.s. 51+0,3 39,4 n.s.
LASSBI0-1223 7,7+2,1 0,0 n.s. 49+0,3 42,9*
LASSBIo-1276 6,5+1,6 3,5n.s. 88=+1,1 On.s.

Resultados expressos em média + desvio padrdo médio; nimero de experimentos independentes = 3;
n.s. = ndo significativo; *p<0,05 (teste t de Student ndo pareado). Substancias foram incubadas com a
amostra 5 min antes da adicdo do agonista. * A concentracdo de veiculo nas amostras ndo excedeu
1%.
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Os resultados em plaguetas humanas permitiram a identificacdo de trés
compostos que foram ativos em todos os sistemas estudados: LASSBIio-1003,
LASSBIio-1215 e LASSBI0-1223. Esses resultados apontam e demonstram o
potencial desses trés derivados como novos protétipos de substancias

antiagregantes plaquetarias.

45 ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO DOS COMPOSTOS N-

ACILIDRAZONICOS

4.5.1 Efeito dos derivados N-acilidrazonicos na formacao de TXB

A fim verificar a provavel acdo dos compostos sobre o metabolismo do AA,
foram conduzidos os estudos da producéo de seu principal metabdlito na plaqueta, a
TXA;,, através da dosagem de seu metabdlito estavel, a TXB,. Foram selecionados
para este estudo os compostos LASSBIi0-1003 e LASSBIi0-1215, devido a potente
acao antiagregante apresentada tanto em plaquetas de coelho quanto em plaquetas
humanas, e o composto LASSBIi0-1276, que mesmo tendo inibido completamente a
agregacéao plaquetaria induzida por AA em PRP de coelhos, ndo foi capaz de inibir a
segunda onda da agregacéo induzida por ADP em PRP humano. Os compostos
LASSBI0-1003 e LASSBI0-1215 inibiram em 100% a AP e inibiram significativamente
a produgédo de TXB,. O composto LASSBIi0-1276 inibiu em 100% a agregacéo
induzida por AA em PRP humano na concentragcdo de 300 puM, sem contudo
interferir na formag&do de TXA,. Esse resultado corrobora o efeito observado em
plagueta humana estimulada por ADP, sugerindo que LASSBIi0-1276 n&o exerce seu

efeito via inibicdo da COX-1 ou TXS (Tabela 13).
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Tabela 13 — Efeito dos derivados N-acilidrazénicos sobre a producédo de TXA; em
PRP humano estimulado por AA (500 uM).

Compostos N TXB: (pg/ul plasma) % Agregacéao % Inibicao
AA (500 uM) 3 41,92 + 4,25 -
DMSO* 4 39,35 +5,41 6,1 n.s.
PRP 3 0,45+ 0,08 -
Indometacina (10 pM) 3 0,42 £ 0,15 99,0*
LASSBi0-1003 (100 uM) 3 3,30+ 2,24 0 92,1*
LASSBi0-1215 (100 uM) 4 4,18 +1,01 0 90,0*
LASSBIi0-1276 (300 uM) 5 35,42+7,81 0 15,5 n.s.

Resultados expressos em média + desvio padrdo médio; n=nimero de experimentos independentes;
n.s. = ndo significativo; *p<0,05 (Oneway ANOVA, Dunnet test). Substancias foram incubadas com o

PRP 5 min antes da adigdo do agonista. “ A concentragéo de veiculo nas amostras ndo excedeu 1%.

4.5.2 Estudo de Secrecao Plaquetaria através da med ida de luminescéncia

Foi utilizado PRP de coelho estimulado por colageno 5 pg/ml para determinar
o efeito dos compostos sobre a reacdo de secrecao plaquetaria. Nesse modelo, a
reacao de secrecdo é avaliada através da medida de luminescéncia proporcional a
liberacdo de ATP pelos granulos plaquetarios, que reage com o0 marcador
luminescente luciferina-luciferase. Em ensaios preliminares todos os compostos
foram capazes de reduzir em mais de 50% a reacdo de secrecdo. Resultados
anteriores de nosso laboratério mostram que o AAS e a milrinona também

apresentam esse efeito (BRITO, 2005).
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4.6 ATIVIDADE DESAGREGANTE PLAQUETARIA DOS COMPOSTO S N-

ACILIDRAZONICOS

4.6.1 Reversdo da agregacado plaguetaria e desagrega ¢ao em PRP de coelho.

Foi observado que o derivado LASSBI0-1215 foi capaz de desfazer os
agregados plaquetarios formados na agregacao plaquetaria induzida por ADP, AA e
U46619 em PRP de coelhos, evidenciando um perfil desagregante plaquetario. Essa
propriedade nao foi observada em seu analogo néo nitrado, LASSBIi0-1003, nem no
derivado homodlogo, LASSBI0-1220, sugerindo que esse efeito possa ser

dependente da presenca do substituinte nitro na posicdo 5 do anel furanico (Figuras

22 e 23) .
u] 100 ] (IJ) N I \ 100
O T g /I‘l%
10 ) } 50 10 4 IY 'I\I ° 80
20 0 )J\N’N\/Lﬁ B0 20 S a0
C T LASSBio0 -1220 |

30 O ] 70 30 e ‘,(,,,,;_;_?D
o 4 LASSBio -1003 °° 4o ,:\”"MM. e 60
g 50 e E— Hso 55 50
& 60 f;:ﬁ\\ T 40 & 60 /,*““"‘"““*. 40

70 S N 20 70 ;ﬂf ‘\\ 20

80 /;O Eﬁ NW I ()>§NOZ 20 80 f'/ \' 20

S0 [ <O \lr | \\"--, 10 ag jf \\H 10
100 w{ i Ho 100 [ . s i

/ LASSBi0 -1215 | =/ LASSBio-1215
VL Tiee maniew H e e

Figura 22 Reversdao da AP Figura 23 Reversao da AP promovida
promovida por LASSBI0-1215 por LASSBIo-1215 (100 pHM)
(100 pM) comparada a LASSBio- comparada a LASSBIi0-1220 frente ao
1003 frente ao ADP em PRP de U46619 em PRP de coelhos.
coelhos. Figura representativa de 3 Figura representativa de 3 experimentos.

experimentos.
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A fim de melhor investigar a propriedade desagregante de LASSBIi0-1215, foi
realizado ensaio adicionando o composto (100 uM) apos a inducdo da agregacao
plaguetaria em diferentes tempos: 1 minuto apés (Figura 24) e no momento da
agregacdo maxima observada (Figura 25). Em ambos casos foi observada reducéo
da transmitancia de luz, caracterizando um fenébmeno de desagregacao.
Aumentando a concentracdo do composto, observou-se aumento da velocidade de

desagregacao e reversao total do agregado plaquetario (Figura 25).
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Figura 23  Efeito  desagregante Figura 24 Efeito desagregante

plaquetario do composto LASSBio- plaguetario do composto LASSBio-

1215 (100 puM) adicionado 1 min apés 1215 (300 upM) adicionado no

do agente agregante (U46619 3 uM) momento de agregacdo maxima

em PRP coelhos. induzida por AA (200 pM) em PRP de

Figura representativa de 3 experimentos. ] ]
coelhos. Figura representativa de 3

experimentos.

Na agregacao induzida por colageno, o composto LASSBio-1215 (300 uM)
produziu um pequeno efeito desagregante plaquetario, ndo sendo capaz, no entanto,
de reverter completamente a agregacao plaquetaria, como foi observado com os

outros agonistas (Figura 26).
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Figura 25 Efeito desagregante do composto LASSBIio-1215 (300 uM) e DMSO (1%)

na agregacao plaquetaria induzida por colageno (5 ug/ml) em PRP de coelhos.

A agregacao se torna irreversivel pela estabilizacdo da interacdo plaqueta-
fibrinogénio, que envolve a liberacdo dos constituintes dos granulos plaguetarios
(HASKEL & ABDSCHEIN, 1989).

Assim, a reversibilidade da agregacdo sé é possivel enquanto ndo houver
secrecdo completa dos granulos plaguetarios. Uma vez que agonistas fortes como o
coldgeno e a trombina séo capazes de induzir a completa secrecao granular, pode-
se sugerir porque o composto ndo foi tdo efetivo na desagregacao frente ao
coldgeno. A pequena reversao observada é provavelmente devida aos agregados
plaguetarios que ndo foram suficientemente ativados para secretarem o contetdo de

seus granulos.
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4.6.2 Efeito desagregante em PRP humano

Foi avaliada a propriedade desagregante plaquetaria dos compostos em PRP
humano frente aos principais agonistas da agregacdo. O composto LASSBio-1215
nao foi capaz de promover desagregacao dos agregados plaquetéarios induzidos por
colageno (5 pg/ml), U46619 (3 uM) e AA (500 uM), mesmo na concentracdo de 300
UM.

Na agregacéao induzida por ADP (3 uM), o composto teste ou o veiculo foram
adicionados antes do inicio da segunda onda de agregacdo (maximo de agregacao
da primeira onda), conforme protocolo descrito por Moser (2003), ou apls ser
atingido o maximo de agregacédo da segunda onda (HASKEL & ABDSCHEIN, 1989).

O composto LASSBI0-1215 reverteu em aproximadamente 80% a agregacao
plaquetaria quando adicionado ao final da primeira onda (Figura 27 A). Quando
adicionado ao final da segunda onda, o composto foi capaz de reverter apenas
parcialmente a agregacao (em torno de 10%) (Figura 27 B). Como, nessa fase, a
reacdo de secrecao ja ocorreu, 0s agregados plaquetarios formados sédo estaveis, o
que impossibilita sua desagregacéao.

A fim de observarmos uma possivel contribuicdo da inibicdo da
ciclooxigenase para o efeito desagregante plaquetario, foi realizado o mesmo ensaio
na presenca de AAS (300 uM) apés atingir o maximo de agregacdo. O AAS também
nao foi capaz de reverter a segunda onda da agregacéao plaquetaria.

Em baixas concentracbes de ADP (1-2 uM), quando se observa agregacao
reversivel, LASSBIi0-1215 foi capaz de diminuir a agregacdo maxima, reduzir o
tempo para se atingir o nivel maximo de agregacdo e o0 tempo necessario para

ocorrer desagregacao completa.
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Figura 26 Efeito desagregante plaquetario do composto LASSBIio-1215 e DMSO na
agregacdo plaquetaria induzida por ADP (3 pM) em PRP Humano. A: Adicado do
composto (300 uM) ou veiculo (1%) ao final da primeira onda da agregacédo. B:
Adicdo do composto (300 uM) ou veiculo (1%) apds o maximo da segunda onda de

agregacao.

Os compostos LASSBIi0-1003 e LASSBI0-1276 promoveram uma modesta
desagregacao quando adicionados ao final da primeira onda de agregacédo (Figura
28), perfil desagregante similar ao observado por Dominguez-Jiménez e cols. (1999)
nos antiinflamatorios ndo esterdides piroxicam e meloxicam na AP induzida por ADP
em PRP humano.

No mesmo trabalho, Dominguez-Jiménez e cols. (1999) observaram que
alguns farmacos antiinflamatérios ndo esteréides (AINEs) além de inibirem a
agregacdo plaquetéria eram capazes de acelerar a desagregacdo plaquetéria por
um mecanismo independente da via ciclooxigenase, envolvendo provavelmente a
inibicdo da ativacdo da integrina a,,33. Este poderia ser um possivel mecanismo de

acao da atividade desagregante observada para esses compostos.
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Figura 27 Efeito desagregante plaquetario dos compostos LASSBIi0-1276 (300 uM)
e LASSBIi0-1003 (300 uM) na agregacao plaquetéria induzida por ADP (3 pM) em

PRP Humano. Adicdo dos compostos ao final da primeira onda de agregacao.

Haskel & Abdschein (1989) demonstraram que o0 antagonista de integrina
apPs, RGDY, pode induzir a desagregacdo plaquetaria in vitro de forma
concentracdo e tempo dependente. Seus resultados mostram que a extensédo e
velocidade da desagregacdo promovida pelo antagonista diminuem conforme
aumenta o tempo em que ele é adicionado. Em seus experimentos, quando o
antagonista foi adicionado 1 minuto apés o agonista (ADP 18 uM), foi observado
90% de desagregacao, e quando o antagonista foi adicionado 5 minutos apoés, a
desagregacao foi de 40%. Em trabalho mais recente, Moser e cols. (2003)
demonstraram a desagregagcdo promovida pelos antagonistas da integrina o33
abciximabe, tirofibano e eptifibatide, adicionados quando era observada 50% da
agregacdo maxima esperada.

Os derivados N-acilidrazbnicos furanicos apresentaram comportamento
semelhante ao dos antagonistas de integrina B3, 0 que pode indicar que o

mecanismo de desagregacdo envolva o desligamento do fibrinogénio com a
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integrina, possivel somente antes da ocorréncia da reacao de secrecdo plaquetaria,
que pode ocorrer por mecanismos distintos, ndo apenas pelo antagonismo do
receptor. Segundo Haskel & Abdschein (1989) essa fase da agregacédo pode ser
revertida por EDTA, que desloca o fibrinogénio da integrina, mas nédo pode ser
revertida pelos inibidores de ciclooxigenase, corroborando a idéia de que a inibicao
da cascata do acido araquidénico ndo € o unico mecanismo de acao envolvido nas
propriedades inibitorias de LASSBIi0-1215 sobre a plaqueta.

N&o se pode deixar de considerar uma possivel acdo de LASSBIio-1215 sobre
o fon Ca?*, uma vez que Todeschini e cols. (1996) e Ormelli (1999) demonstraram
gue os derivados furanicos LASSBIio-2 e LASSBI0-160 (Figura 29) apresentam efeito
quelante sobre esse ion. Esse poderia ser um possivel mecanismo de acéo

desagregante para LASSBIio-1215, semelhante ao que se observa para o EDTA.

N\N\ II\IIN\ \N II\I/NVCO>
H H

LASSBio-2 LASSBIo-160

Figura 28 Compostos furilidrazonicos com atividade quelante de Ca?*

Por outro lado, Maayani e cols. (2001a) postulam a hipétese de que
agregacéo e desagregacao sdo dois processos ativos concorrentes, exemplificados
pela resposta da plagueta ao ADP. Esses autores propdem que a ocupacgéo dos
receptores de ADP, P2Y; e P2Y,, rege a cinética da resposta plaquetéaria in vitro
através de um ajuste no balangco entre agregacdo e desagregacdo, sendo a
desagregacdo um processo atenuado pela ocupacéo dos receptores P2Yi,. Em

outro trabalho, seu grupo mostra que, tanto a ticlopidina quanto o clopidogrel sao
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capazes de acelerar a reversao da resposta agregante plaguetaria frente ao ADP em
individuos tratados (MAAYANI et al., 2001b).

Agentes que aumentam os niveis intracelulares de nucleotideos ciclicos como
a prostaciclina, a milrinona (inibidor de PDE3) e o nitroprussiato (doador de 6xido
nitrico) também sdo capazes de promover a desagregacao plaquetaria.

Brito (2005) demonstrou em sua tese de doutorado que os derivados
tienilacilidrazénicos promovem o aumento dos niveis de GMPc e modulam a
producdo de nucleotideos ciclicos intraplaquetarios. Tais resultados suscitaram a
realizacdo de um estudo qualitativo sobre a participacdo destes nucleotideos nas

atividades antiagregante e desagregante plaquetéarias do derivado LASSBio-1215.

4.6.3 Estudo do efeito de LASSBIio0-1215 no balanco d e nucleotideos ciclicos

4.6.3.1 Efeito da dideoxiadenosina (DDA) [100 uM] n  a inibicdo da agregacgao
plaguetaria promovida por LASSBio-1215 (100 MM) na AP induzida

por induzida por colageno 5 pg/ml em PRP citratado de coelho.

Foi utilizado um inibidor de adenilato ciclase, a DDA, para avaliar se o efeito
de LASSBIi0-1215 sobre a plaqueta seria dependente da formacdo de AMPc pela
ativacdo da enzima adenilato ciclase, como ocorre com 0s agonistas inibitorios
PGD,, PGIl, e com a adenosina ao interagir com seu receptor A,a, acoplado a
proteina Gs. O efeito inibitério observado pela a¢do desse ultimo no seu receptor é
abolido na presenca do inibidor da adenilato ciclase (Figura 30 B) [JANG et al.,

2002).
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A DDA néao interferiu no efeito antiagregante plaquetario do composto
LASSBIio-1215 (100 uM) (Figura 30 A), o que sugere que a sua acao plaquetéaria

ndo esta associada ao aumento de AMPc via estimulag&o de adenilato ciclase.
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Figura 29 Efeito da inibicdo da formacdo de AMPc pelo DDA (100 uM) na inibicéao
da agregacdao plaquetaria promovida por LASSBIio-1215. A¢ao inibitéria de LASSBIo-
1215 (100 pM) na presenca de DDA (A). Acéo inibitéria da adenosina (10 pM) na
presenca de DDA (B)

4.6.3.2 Efeito do KT-5720 (5 pM) na inibicdo da agr egacdo plaquetéria
induzida por colageno 5 pg/ml promovida por LASSBio-1215 (100 uM)

em PRP citratado de coelho e humano.

Foi utilizado o composto KT-5720, um inibidor seletivo de proteina cinase A
(PKA), para avaliar a relevancia dessa via de sinalizacdo sobre os efeitos
antiagregante e desagregante plaquetarios observados em LASSBi0-1215. O
composto KT-5720 nao foi capaz de reverter a inibicdo da agregacéo plaguetaria
produzida por LASSBio-1215 (100 pM) tanto em plaguetas de coelho quanto em

plaguetas humanas.
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O papel da PKA, efetora da sinalizacdo celular mediada por AMPc, na
agregacdo plaquetaria envolve a inibicdo tanto da sinalizacdo do Ca?* quanto da
ativacado da integrina o33 (CAVALLINI et al., 1996; SMITH & SCOTT, 2006). Caso
o efeito inibitério do composto envolvesse 0 aumento dos niveis intracelulares de
AMPc, o efeito inibitorio seria revertido na presenca do inibidor, o que nao foi
observado.

O conjunto desses resultados sugere que a acdo desagregante plaquetaria
promovida por LASSBI0-1215 ndo envolve o aumento da concentracdo intracelular

de AMPc.

4.6.3.3 Avaliacdo do efeito do ODQ (10 pM) na inibi c¢do da agregacao
plaguetaria promovida por LASSBio-1215 (100 HM) na AP induzida

por colageno 5 pg/ml em PRP citratado de coelho e humano

O composto ODQ, um inibidor de guanilato ciclase sensivel ao NO, foi
utiizado a fim de avaliar se o efeito de LASSBIi0o-1215 sobre a plaqueta seria
dependente da formacdo de GMPc.

O SNP é um doador de NO que estimula a guanilato ciclase, levando a um
aumento dos niveis intracelulares de GMPc (DUNKERN & HATZELMANN, 2005).
Seu efeito inibitério sobre a agregacao plaquetaria foi revertido na presenca de
ODQ.

Curiosamente, na presenca de ODQ, o efeito inibitério de LASSBio-1215 foi
potencializado, em vez de revertido (Figura 31 B). O mesmo resultado foi obtido em

PRP humano (Figura 31 A).
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E importante ressaltar que, nesses experimentos, observamos também que o
efeito desagregante tanto do SNP quanto o de LASSBi0-1215 (Figura 31 A e B) foi
inibido na presenca de ODQ, sugerindo que, em ambos casos, 0 efeito

desagregante parece ser mediado pelo aumento dos niveis de GMPc intracelulares.
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Figura 30 Efeito da inibicdo da formacado de GMPc pelo ODQ (10 uM) na inibigao
da agregacéao plaquetaria promovida por LASSBIi0-1215 em PRP de humano. Acéo
inibitéria do SNP (30 uM) na presenca de ODQ (A). Acao inibitoria de LASSBio-1215
(100 pM) na presenca de ODQ (B).

Para confirmar esta hipotese, realizamos o ensaio de desagregacdao do

composto LASSBIio-1215 sozinho e na presenca de ODQ. Na presenca do inibidor

de guanilato ciclase, o efeito desagregante foi abolido (Figura 32).
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Figura 31 Efeito desagregante de LASSBIi0-1215 na presenc¢a de ODQ

4.6.3.4 Avaliagcao indireta da atividade inibidora d e fosfodiesterases em

plagueta humana lavada

Tendo em vista os resultados obtidos com o ODQ, demonstrando que, em
baixas concentracdes de GMPc, o composto LASSBIio-1215 teve seu efeito inibitorio
potencializado, e considerando que a enzima PDE3 €& ativada por baixas
concentracfes desse nucleotideo ciclico, foi iniciado o estudo qualitativo da
atividade inibidora de PDES3, conforme protocolo descrito por DICKINSON et
al.(1997).

Essa atividade foi avaliada indiretamente utilizando plaqueta humana lavada
estimulada por trombina (0,5 Ul/ml) na presenca ou auséncia do nitroprussiato de
sédio (SNP), doador de NO, e milrinona (inibidor de PDE3), e monitorada através do
meétodo turbidimétrico descrito na secao 3.3.1.

Nesse modelo, inibidores de PDE3 que inibem completamente a agregacao

plaquetaria perdem seu efeito inibitério na presenca de baixas concentracbes de
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SNP. Tal efeito é explicado pelo fato de que o aumento de GMPc intraplaquetario
promovido por concentracdes sub-6timas de NO, gerado por concentracdes de SNP
insuficientes para promover inibicdo completa da agregacao plaquetaria, levam a
inibicdo da PDE3 e a ativacdo de PDEZ2, ocorrendo um balanco e controle fino dos
niveis destes nucleotideos. Sendo assim, inibidores de PDE3 que sozinhos inibem
completamente a agregacéo plaquetéaria induzida por trombina, como a milrinona, na
presenca de SNP séo incapazes de promover esse efeito (Figura 33). A reversédo da
inibicdo produzida por um inibidor de PDE3 neste caso se da pela ativacdo da
PDE2. Por outro lado, a ativacdo de PDE2 faz com que inibidores dessa enzima,
como o EHNA [eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil) adenina], normalmente incapazes de inibir
a agregacao plaguetaria, passem a exibir essa propriedade na presenca do doador

de NO em baixas concentracdes (Figura 34).

MILRINONA
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inibicdo da AP
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inibicdo da AP

Inibicao
da AP

Figura 32 Resposta plaquetaria no estudo indireto da atividade inibidora de PDE3

O mesmo protocolo foi realizado para a avaliacdo do efeito antiplaguetario de
LASSBIio-1215 na presenca e na auséncia de SNP. A acéo inibitoria de LASSBio-

1215 nao foi alterada pela presenca de SNP, indicando que, provavelmente, seu
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mecanismo de acdo ndo envolva a inibicdo de PDE3, sem contudo descartarmos a

possibilidade de uma acdo em PDEZ2, que devera ser investigada.

EHNA
SNP EHNA +
(baixas concentracées) + TROMBINA
+ TROMBINA +
TROMBINA SNP

(baixas concentragdes)

: 1 : 1 : 1

Inibicdo
da AP

N&o ocorre
inibicdo da AP

N&o ocorre
inibicdo da AP

Figura 33 Resposta plaquetaria no estudo indireto da atividade inibidora de PDE2

Tais resultados combinados aos obtidos com o estudo do envolvimento de
AMPc, somam evidéncias de que a atividade de LASSBIio-1215 esta mais
possivelmente relacionada com a modificacdo dos niveis de GMPc intraplaquetérios.

Para confirmar essa possibilidade, observamos o comportamento do
composto frente ao zaprinast, inibidor de PDE5, enzima especifica para esse

nucleotideo ciclico (HASLAM et al., 1999).
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4.6.3.5 Efeito de LASSBIio-1215 na presenca de zapri hast na agregacao
plaguetaria induzida por colageno (5 pg/ml) em PRP humano

citratado.

Foi observado o efeito de LASSBIio-1215 na presenca de zaprinast, um
inibidor de PDEDS, sobre agregacdo plaquetaria induzida por colageno 5 pg/ml em
PRP humano. Os inibidores de PDE5 sozinhos nédo afetam a agregacéo plaquetaria
in vitro, mas potencializam os efeitos inibitérios do éxido nitrico (DUNKERN &
HATZELMANN, 2005).

O zaprinast (100 uM) sozinho néo foi capaz de inibir a agregacao plaquetaria
induzida por colageno 5 pg/ml em PRP humano. No entanto, foi capaz de
potencializar o efeito inibitério de LASSBIi0-1215 sobre a agregacao plaquetaria

(Tabela 14).

Tabela 14 — Efeito de LASSBIio-1215 sobre a agregacdo plaquetaria induzida por
colageno (5 ug/ml) na presenca de zaprinast (100 uM) em PRP humano

Composto n [Ybagregacao % Inibicéo
DMSO 4 110 -
Zaprinast (100 M) 4 112 0
LASSBIi0-1215 (100 pM) 4 98,3 21,9
Zaprinast (100 pM)+ LASSBIi0-1215(100 uM) | 4 32 70,9*

Tais resultados sugerem que o mecanismo de acdo do composto LASSBio-
1215 envolve a formacédo de GMPc. Essa hipdtese pode ser confirmada através da
dosagem do GMPc formado. Os possiveis mecanismos evolvidos incluem: a
ativacdo da guanilato ciclase, possivelmente através do aumento da disponibilidade
de NO intracelular, o que podera ser investigado indiretamente através da dosagem

de nitrito formado e/ou utilizando ferramentas farmacolégicas, como o sequestrador
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de NO, PTIO (fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido); e a inibicdo das
PDEs 2 e/ou 5, uma vez que descartamos, pelo ensaio qualitativo, uma possivel
acao sobre PDE3.

A busca por novos farmacos que possam agregar poténcia e eficacia aos
diversos disturbios cardiovasculares € de grande interesse e muitos grupos de
pesquisa empenham esforcos nesse sentido. A demonstracdo da atividade
farmacoldgica dos derivados N-acilidrazénicos furanicos e sua possivel acdo em
mais de um alvo na plaqueta, a inibicdo do metabolismo de AA e a modulacéo dos
nucleotideos ciclicos, confirmam esses derivados como potenciais agentes

antiplaquetarios.
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CONCLUSOES

O presente estudo permitiu identificar os derivados N-acilidrazdnicos furanicos
como potentes inibidores da agregacao plaquetaria.

Os derivados LASSBIi0-1003, LASSBIi0-1215, LASSBIi0-1222 e LASSBIi0-1223 se
mostraram como 0S mais promissores pois foram capazes de inibir a agregacgao
induzida por mais de um agonista de relevancia fisiol6gica, sendo LASSBio-1215
e LASSBIi0-1003 os mais potentes da série frente aos agonistas AA e colageno.
Os compostos LASSBI0-1003, LASSBIi0-1215 e LASSBI0-1223 foram ativos em
plaquetas humanas, indicando um potencial antitrombdtico.

O efeito antiplaquetario de LASSBIi0-1003 e LASSBIio-1215 envolve, em parte, 0
blogueio da producdo de metabdlitos da cascata do AA , isto €, TXA;
LASSBIio-1215, além de inibir a agregacdo plaquetaria, apresentou efeito
desagregante. Esses efeitos parecem ser dependentes dos niveis de GMPc
intracelulares sem aparentemente dependerem dos niveis de AMPc.

Os estudos de SAR mostraram que A N-metilagdo dos compostos N-
acilidrazdnicos se mostrou favoravel para a atividade antiagregante plaquetaria;
gue o substituinte bromo representa um incremento de atividade tdo importante
guanto a N-metilacdo e que a propriedade desagregante plaquetaria de
LASSBI0-1215 se deve a introducéo do substituinte nitro.

O conjunto de resultados mostra que as modificacdes estruturais introduzidas no
composto protétipo LASSBIo-129 levou a obtencdo de novos compostos com

perfil antiplaquetario otimizado.
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PERSPECTIVAS

Investigar acdo sobre PDE2 através de ensaio qualitativo indireto.

Realizar ensaio de dosagem de GMPc intraplaquetario na plaqueta inibida por
LASSBIo 1215, na presenc¢a ou ndao do doador de NO.

Investigar o envolvimento do NO na elevagcdo dos niveis de GMPc
intraplaquetarios.

Realizar ensaio na presenca de um inibidor de PKG, a fim de avaliar a
importancia dessa via de sinalizacdo celular para os efeitos antiagregantes e
desagregantes plaquetarios de LASSBio 1215.

Avaliacdo do potencial antitrombotico in vivo — modelos de tempo de
sangramento e trombose.

Realizar ensaio de toxicidade celular.
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