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Resumo

Neste trabalho nds testamos quatro compostos de uma série de derivados
acilhidrazénicos (L-693, L-694, L-743 e L-752) que apresentam diferentes
caracteristicas nos seus grupos nao-farmacoféricos. Cada compostos (200 uM) foi
testado no ensaio de agregacéo plaquetaria, em plaquetas de rato, induzido por
trombina (10 nM), com minimo de 36 % e maximo de 82 % de inibi¢cdo obtido com
L-743 e L-752, respectivamente. Na tentativa de avaliar se estes compostos
estariam interferindo diretamente com a trombina ou com seus receptores, nés
usamos o agonista do receptor PAR-4: TRAP-4A. A presenca de L-693, L-694, L-
743 e L-752 (200 pM), levou a 76.5 %, 58.2 %, 42.7 % e 53.1 % de inibicdo
respectivamente. Nenhum composto inibiu efetivamente a agregacao induzida por
ADP (5 puM), confirmando sua grande seletividade pela trombina. Em plaquetas
humanas, na intencdo de avaliar efeitos mais proximos da condicao fisiologica, os
compostos (195 uM) L-693, L-694, L-743, e L-752, respectivamente inibiram 57 %,
53 %, 37 % e 84 % a agregac¢do plaquetéria induzida por trombina (10 nM) e L-
693 mostrou uma grande inibicdo contra a indugdo por TRAP-4A (85 %),
enquanto L-752 mostrou para indugéo por TRAP-1 (73 %). L-743 foi inefetivo para
ambos os agonistas. Os compostos L-743 e L-752 ndo mostraram atividade contra
a agregacao induzida por colageno ou ADP, enquanto L-694 inibiu ambos. Nos
observamos que L-694 e L-752 (200 uM) foram capazes de induzir pequenas
alteracdes no tempo de recalcificacao, 30 % e 23 %, respectivamente, em plasma
humano. Somente L-693 mostrou 100% de inibicdo na hidrolise de S-2238, no
entanto em altas concentragbes (400 pM). Estes compostos foram testados in
vivo, em camundongos, usando o modelo de tromboembolia pulmonar induzido
por injecéo I.V. de colageno e norepinefrina (ambos 500 pug/mL) ou trombina (2000
Ul/kg). Todos o0s compostos, administrados oralmente, mostraram agao
antitrombdtica efetiva, independente do estimulo trombdtico. NOs também
testamos um modelo de trombose que combina estase e hipercoagulabilidade em
ratos. A administragéo oral de L-743 e L-752 (100 pymol/kg) diminuiu efetivamente
0 peso do trombo em 73% e 37%, respectivamente. L-752 (100 ymol/kg) foi capaz
de diminuir o peso do trombo em 87.5 % quando o efeito foi avaliado através da
inducdo da trombose 24 h depois da administracdo oral. Também inibiu totalmente
a oclusao vascular no modelo de trombose artérial (6 e 15 h). Nossos resultados
indicam que L-743 e L-752 potenciais candidatos para o tratamento de trombose
por via oral.



Abstract

In this work we tested four compounds of an acylhidrazone serie (L-693, L-694, L-
743 and L-752) that present different characteristics on their non-pharmacophoric
groups. Each compound (200 pM) was tested against rat platelet aggregation
induced by thrombin (10 nM), a minimum of 36% and a maximum of 82% of
inhibition was obtained with L-743 and L-752, respectively. In the attempt to
evaluate whether these compounds would be interfering directly to thrombin or its
receptor, we used the receptor agonist for PAR-4. TRAP-4A. The presence of L-
693, L-694, L-743 and L-752 (200 uM), lead to 76.5 %, 58.2 %, 42.7 % and 53.1 %
of inhibition, respectively. No compound effectively inhibited the platelet
aggregation induced by ADP (5 uM), confirming a greater selectivity for thrombin.
In human platelet in order to evaluate their effects in a nearest system in the
physiologic condition, compounds (195 uM) L-693, L-694, L-743, and L-752,
respectively inhibited by 57 %, 53 %, 37 % and 84 % the platelet aggregation
induced by thrombin (10 nM) and L-693 showed a higher inhibition toward TRAP-
4A induction (85 %), while L-752 for TRAP-1 induction (73 %). L-743 was
ineffective for both PAR agonists. Compounds L-743 and L-752 showed no activity
against collagen or ADP, while L-694 inhibited both. We observed that the
compounds L-694 (200 uM) and L-752 (200 uM) were capable of inducing slight
alterations in recalcification time by 30 % and 23 %, respectively, in human
plasma. Only L-693 compound showed 100% inhibition of hydrolysis of S-2238
however at high concentration 400 uM. These compounds were further tested in
vivo, in mice, using a pulmonary thromboembolism model induced by I.V. injection
of collagen and norepinephrine (both 500 pg/mL) or thrombin (2000 Ul/kg). All
compounds, orally administrated, showed effective antithrombotic action,
independently of the thrombotic stimulus. We also tested a thrombosis model that
combines stasis and hypercoagulability in rats.. Oral administration of L-743 and L-
752 (100 pmol/kg) effectively decreased thrombus weight by 73% and 37%,
respectively. L-752 (100 umol/kg) as able to decrease thrombus weight by of 87.5
% when tesded 24 h after oral administration. It also inhibited total vascular
occlusion in the model of arterial thrombosis (6 and 15 h after oral administration).
So far our results indicate that compounds L-743 and L-752 are potential
candidates the treatment of thrombosis by oral administration.
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1.1. O Sistema Hemostatico

O sistema vascular exerce um papel fundamental no transporte de
oxigénio, nutrientes, horménios e macromoléculas para os tecidos e no transporte
de catabdlicos para serem excretados (CO,). A manutencdo da integridade do
sistema vascular é absolutamente vital para o organismo humano, uma vez que a
perda de uma quantidade significativa de sangue através de uma lesdo vascular é
incompativel com a vida. Desta forma, um mecanismo complexo denominado
sistema hemostatico reconhece o dano vascular e recruta uma combinagdo
apropriada de componentes celulares e proteinas plasméticas sollveis,
produzindo um “tampao” insollvel, que cessa a perda sanglinea (KALAFATIS e
col., 1994; DAVIE e col., 1991; SOLUM, 1999; ROSENBERG, 2001). Os principais
constituintes deste “tampédo” incluem as plaquetas e um polimero insolavel de
fibrina, que é formada a partir de uma proteina plasmatica solivel denominada
fibrinogénio. As células endoteliais vasculares, devido as suas propriedades
antitrombdéticas, desempenham papel importante na manutencdo da hemostasia
(ASAKURA, 2004). O sistema hemostatico é relativamente quiescente se o dano
vascular ndo estd presente, entretanto, em caso de lesdo vascular, ocorre
rapidamente a deposicdo de plaguetas, que aderem a estruturas especificas
presentes no subendotélio, particularmente fibras de colageno (SOLUM, 1999), e
de fibrina no local da lesédo de acordo com a extensdo da mesma (BOURIN e

LINDAHL, 1993; ESMON, 2000; ROSENBERG, 2001).



1.2. Hemostasia Primaria

Quando a integridade da parede vascular € interrompida, ocorre a
ativacdo do sistema hemostético. Este fendmeno envolve diversas interacdes
entre componentes endoteliais e subendoteliais, plaguetas e outras células
sanglineas periféricas e proteinas pré-coagulantes circulantes. As plaguetas
desempenham um papel essencial nestas interagdes, pois participam diretamente
da primeira fase da hemostasia, contribuindo com seus receptores de membrana
que facilitam e amplificam a atividade localizada dos fatores da coagulacao
sangilinea (KALAFATIS e col., 1994; HAWINGER e col., 1994; RUGGERI, 1997;

JACKSON e col., 2009).

1.3 Plaquetas

As plaquetas sao células anucleadas e de formato discoide, derivadas da
fragmentacdo do citoplasma de uma célula precursora chamada de megacariocito,
célula esta formada na medula 6ssea (ERUSALIMSKY e MARTIN, 1996;
BLUTEAU e col., 2009). O sangue humano apresenta normalmente de 200 a 400
x 1000 plaquetas/ mm?® (VARGA-SZABO e col., 2009; BLUTEAU e col., 2009).

Em condi¢cées normais, as plaquetas circulam no sangue em estado de
repouso sob a forma discéide, sendo impedidas de interagir com a matriz
subendotelial gracas ao endotélio vascular que funciona como uma barreira

anatbmica que exerce ativamente funcOes antiadesivas e antiagregantes



(ASAKURA, 2004; BLUTEAU e col., 2009), entretanto, quando recrutadas devido
a alteracbes dessas ceélulas endoteliais e a exposicdo de moléculas do
subendotélio, principalmente colageno e fator de von Willebrand, sofrem uma
drastica mudanca morfologica (PREVOST e col., 2003; NIESWANDT e WATSON,
2003; VARGA-SZABO e col., 2009). Quando expostas a agonistas como ADP,
serotonina, trombina ou colageno elas sao ativadas mudando da forma discéide
para a forma esférica com extensa emissao de pseudopodos, processo chamado
de “shape change”, aderindo rapidamente ao local da lesdo vascular (RUGGERI,
2007; JACKSON, 2008). A adesdo ao subendotélio pode acontecer diretamente
ou através de moléculas de adesdo presentes nas membranas das plaquetas.
Receptores na superficie das plaquetas aderidas sdo ativados e interagem com
plaquetas através de ligantes especificos, melhorando assim, a aderéncia
plaquetaria. Substancias presentes nas plaguetas aderidas sao secretadas de
organelas de armazenamento (granulos densos e granulos alfa), contribuindo
ainda mais para a adesdo e agregacao plaquetaria. Como resultado, o “tampé&o”
plaquetario é formado na &rea danificada como uma primeira defesa no processo

hemostético (SOLUM, 1999; JACKSON, 2008) (Figura 1).
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Figura 1: Estagios da formacé&o do “tamp&o” plaquetario.

Antes da injaria vascular, as plaquetas sdo impedidas de interagir entre si por
fatores inibitérios que incluem a PGIl, e o 6xido nitrico (NO) produzidos pelo
endotélio. O desenvolvimento do “tamp&o” plaquetario pode ser iniciado pela
exposicdo de colageno na parede do vaso ou por geracdo de trombina local (ou
ambos). As plaquetas aderidas na matriz de coldgeno e VWF, formam uma
monocamada de células ativadas que atuam como uma superficie para o
recrutamento subsequente de plaquetas por trombina, ADP e TXA..

Adaptado de PREVOST, 2003.



1.3.1 Receptores plaquetarios

As plaguetas possuem receptores para macromoléculas adesivas, tais
como o fator de von Willebrand (VWf), o fibrinogénio, a fibronectina e o colageno,
gue séo de grande importancia para interacéo inicial de plaquetas circulantes com
a parede vascular apds a injuria (HAWIGER e col., 1985; ANDREWS e BERNDT,
2004; NIESWANDT e col., 2009) sendo estas moléculas também importantes para
0 processo de agregacao plaquetéria, principalmente em condi¢Bes de alta taxas
de cisalhamento, e na estabilizacdo do trombo a ser formado (JACKSON, 2008).
Outros receptores tornam-se funcionais quando as plaquetas séo ativadas. Desta
forma, para formar um agregado compacto, as plaquetas mobilizam alguns
receptores de membrana, particularmente a glicoproteina llb/llla (GP a;83), em
resposta aos sinalizadores extracelulares que podem ser sollveis como ADP e
trombina, ou como o colageno que esta presente no espaco subendotelial. Estes
agonistas extracelulares interagem com receptores especificos das plaquetas,
gerando um mecanismo de sinaliza¢do necessario a “ativacdo” ou “exposi¢cao” dos
receptores de membrana (HAWIGER e col., 1994).

A ativacdo plaguetaria pode também ser mediada por outros agonistas,
gue atuam em receptores plaquetarios especificos (Tabela 1), que sao formados
no sitio da injuria ou secretados pelas préprias plaquetas, amplificando a resposta

celular (BRASS, 1995).

Descreveremos entdo algumas caracteristicas da interacdo entre o0s

principais indutores de agregacao plaquetéaria e seus receptores.



Tabela 1: Agonistas plaquetarios fisiologicos.

Agonista Receptor Tipo de Referéncia
receptor
ADP P2Y1 Acoplados a Andrews e
P2Y12 Proteina G Berndt,
2004
Colageno GP IV Tirosina Watson, 1999
GP VI fosfatase
Epinefrina Recetor de Acoplado a Regan e col.,
epinefrina Proteina G 1986
PAF Receptor de PAF Acoplado a Chao e Olson,
Proteina G 1993
a-trombina GPIb Acoplados a Ofosu e
Par 1 Proteina G Nyarko, 2000
Par 4
Tromboxana A, Receptor de Acoplado a Saussy e col.,
tromboxana A; Proteina G 1986
e ADP

Os receptores para ADP presentes nas plaquetas sdo receptores
purinérgicos pertencentes a classe P2, enquanto os pertencentes a classe P1
reconhecem a adenosina e estdo presentes em células epiteliais, renais e do

sistema nervoso entre outras (NEEDHAM e col., 1987; BUCHEIMER e LINDEN,

2003, CATTANEO, 2009).



O ADP ativa as plaquetas via dois receptores: P2Y1 e P2Y12, receptores
estes que sao acoplados a proteina G. O receptor P2Y1 esta acoplado a proteina
Gq, ativa fosfolipase C, mobilizando Ca*? dos estoques intracelulares plaquetarios
e levando a ativacdo da proteina quinase C, regulando assim os eventos de
sinalizacdo Ca‘’-dependentes, que iniciam rapidamente o “shape change” e
reforcam a agregacao plaquetéria dependente da GP lIb/llla por mecanismos que
envolvem mudancas conformacionais tanto na regiao extracelular, quanto na
regido citoplasmatica, reestruturacao tal que favorece a ligacdo desta glicoproteina
ao fibrinogénio (PHILLIPS e col.,, 1991; ANDREWS e BERNDT, 2004;
MAZZUCATO e col.,, 2004; JACKSON, 2008; CATTANEO, 2009). O receptor
P2Y12 é um “Gai-like” e ativa a GP lIb/llla por um mecanismo envolvendo a
inibicdo da producéo de AMPc pela adenilato ciclase, potencializando a agregacéo
plaquetéaria induzida por ADP (ANDREWS e BERNDT, 2004; MAZZUCATO e col.,
2004; CATTANEO, 2009). Este receptor € alvo de drogas antitrombéticas como o
clopidogrel (BHATT e TOPOL, 2003). Sendo assim, atualmente supde-se que a
relacdo entre esses dois receptores plaquetarios para ADP é que P2Y1 inicia a
agregacéao e P2Y12 a reforca (MAZZUCATO e col., 2004; BADIMON e VILAHUR,
2008; CATTANEO, 2009) (Figura 2).

Plaquetas ativadas por outros agonistas (incluindo colageno, vWf, ou
trombina) secretam ADP que estdo presentes nos granulos densos, e este ADP,
por sua vez, atua em seus receptores presentes na superficie das plaguetas
estabilizando a agregacédo plaquetaria (KAUFFENSTEIN e col., 2004, JACKSON,

2008).



Estudos recentes usando camundongos deficientes em receptores P2Y1
e/ou P2Y12 tém confirmado o papel critico desses receptores na formacdo de
trombos, mostrando que a incidéncia de trombose arterial nesses animais é
significativamente menor quando comparada a animais normais (MAZZUCATO e

col., 2004, BADIMON e VILAHUR, 2008).
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Figura 2: Vias de sinalizacdo dos receptores plaquetarios de
ADP.

Adenosina difosfato (ADP); Adenosina trifosfato (ATP); Diacilglicerol (DAG);

Inositol trifosfato (13P); Prostaglandina E1 (PGEL); Proteina Quinase C (PKC) e
Fosfolipase C (PLC).

Adaptado de BADIMON e VILAHUR, 2008.



e Colageno

As interacbes entre o colageno, um dos constituintes da matriz
extracelular (EMC) mais reativos e as plaquetas sdo de grande importancia no
processo de cisalhamento que ocorre entre as plaguetas e o endotélio tanto em
fluxos sanguineos altos como médios, encontrados, por exemplo, em doencas
vasculares (OZAKI e col., 2009).

A adesdo e agregacao plaguetaria mediada por coldgeno € um processo
integrado que envolve varios agonistas plaquetarios que agem através de uma
variedade de receptores de superficie, incluindo integrinas, receptores
semelhantes a imunoglobulinas e receptores acoplados a proteina G. O colageno
se liga direta ou indiretamente a duas integrinas plaguetarias, chamadas de GP
a1 e GP lIb/llla (via vWT), respectivamente. Contudo, para isto acontecer pelo
menos uma dessas integrinas tem que sofrer uma conversao que leve a uma
conformacdo de alta afinidade em resposta a sinais gerados pela GP VI e
reforcados pela secrecdo de mediadores como ADP e tromboxana A..
(NIESWANDT e WATSON, 2003).

TANDON e col.,, (1989) descreveram uma glicoproteina (GPIV), de
88 kDa, que quando purificada, € capaz de inibir a agregagcdo plaquetaria,
secrecdo e “shape change’ induzidos pelo coldgeno. Entdo foi proposto que a
GPIV era um receptor plaquetario de coldgeno, mas nao era evidente que esta
glicoproteina tivesse um papel importante na ativagdo plaquetaria, uma vez que,
este receptor estd ausente em aproximadamente 3 a 5 % da populacao japonesa,

e sem que estes individuos apresentem problemas hemostaticos. Outros trabalhos



mostraram que a transducdo de sinal em resposta ao colageno era normal em
plaquetas deficientes em GPIV, dados estes que corroboram com o0 que se
acreditava sobre este receptor. Além disso, outro trabalho mostrou que anticorpos
gerados contra a GPIV séo inibidores fracos da adesao plaquetaria ao colageno,
sugerindo que este receptor tenha apenas um papel menor na interagdo entre
colageno e plaguetas (Revisado por WATSON, 1999).

A glicoproteina VI (GP VI) é um receptor de colageno da superfamilia das
imunoglobulinas, que possui dois dominios extracelulares similares a
imunoglobulina, um dominio transmembrana e uma pequena cauda citoplasmatica
de aproximadamente 51 aminoacidos (ANDREWS e BERNDT, 2004; OZAKI e
col., 2009). Esta glicoproteina forma um complexo com a cadeia-y do receptor Fc
(Fc-yR), complexo este presente na membrana das plaquetas. Estudos mostraram
que o Fc-yR apresenta um dominio ITAM, que é fosforilado em tirosina e que
serve de ponto de ancoragem para a ligacao de tirosina quinases via dominio SH2
(dominio que reconhece residuos fosforilados em tirosina) presente em quinases
da familia Src, por exemplo, na tirosina quinase Syk. A importancia da fosforilagdo
da cadeia-y FcR e Syk na ativacdo plaquetéria induzida por colageno foi mostrada
pela perda da ativacdo plaquetaria em plaquetas “knock-out” que né&o
apresentavam nenhuma, ou uma das duas proteinas sinalizadoras (Fc-yR e Syk)
(WATSON e GIBBINS, 1998; NIESWANDT e WATSON, 2003; ANDREWS e
BERNDT, 2004).

Atualmente é reconhecido que a adesado firme ao colageno requer a

prévia ativacdo de integrinas através de sinalizacdo gerada pela GPVI, e que esta
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adesdo € reforcada pela liberagdo de mediadores como ADP e TXA;

(NIESWANDT e WATSON, 2003; OZAKI e col., 2009) (Figura 3).
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Figura 3: Adesé&o de plaquetas ao colageno.

O contato inicial entre o coladgeno e a matriz extracelular (EMC) é mediado
predominantemente por GPlba-vWf e GPVI-coldgeno. No segundo passo, as
interacbes GPVI-coldgeno iniciam a ativacdo celular seguida pela mudanca
conformacional das integrinas para um estado de alta afinidade e a secrecéo de
agonistas de segunda onda, sendo ADP e TXA, os mais importantes. Finalmente,
a adesdo firme entre plaquetas e colageno através da ativagcdo de GP ayf;
(diretamente) e GP qpBs (indiretamente via VW) resulta na sustentagdo da
sinalizacdo de GPVI, melhorando a secre¢cdo, e a atividade pro-coagulante.
Adaptado de NIESWANDT e WATSON, 2003.
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e Trombina

Trés receptores plaquetarios de membrana, chamados de glicoproteina
(GPIb), receptor ativado por protease-1 (PAR-1) e receptor ativado por protease-4
(PAR-4), tém sido descritos atualmente como receptores de a-trombina em
plaguetas humanas (OFOSU e NYARKO, 2000; MONROE, 2002).

J& é bem conhecido que a interagédo entre a trombina e o complexo GPIb-
IX-V  na superficie das plaguetas facilta a ativacdo plaquetaria. Mais
especificamente, tem sido mostrado que a interacdo entre trombina e GPlba, que
€ uma glicoproteina integral de membrana plaquetéria, € necessaria para uma
ativacao plaquetaria ideal (DE CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003; ADAM e col.,
2003; SAKURAI e col., 2004).

O complexo GPIb-IX-V é composto por quatro subunidades
transmembrana: GPlba ligada covalentemente a GPIbB, GPIX e GPV, na
proporcdo de 2:2:2:1. Uma funcdo importante da GPIb é a ligagdo ao VWf e a
iniciacdo da adesdo plaquetéria ao sitio de injuria vascular. Adicionalmente, a
GPIb tem um sitio de ligagdo de alta afinidade para a trombina, estando este sitio
presente na por¢cdo N-terminal da subunidade a da GPIb (DE CANDIA e DE
CRISTOFARO, 2003; ADAM e col., 2003).

A GPIb contribui para a ativacdo e agregacdo plaquetéria induzida por
baixas concentragcbes de trombina e iniciam uma via de sinalizacao que envolve a
ativacao de quinases da familia Src e de fosfatidilinositol-3-quinase, por aumento
da ativacdo de tirosinas-quinase, secrecdo de ADP e ativacdo da GP lib/llla

(ADAM e col., 2003).
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Estudos recentes mostraram que GPIba pode modular positivamente a
clivagem do receptor PAR-1 pela trombina e consequentemente a ativagédo de
plaquetas humanas (Figura 4). Medindo diretamente a hidrélise de PAR-1 em
plaguetas intactas observou-se que a inibicdo da ligacdo da trombina a GPlba
inibiu também a clivagem de PAR-1 em plaquetas humanas. O mecanismo pelo
qual a interagédo entre GPIba e trombina aumenta a hidrolise de PAR-1 ainda néo
€ conhecido (DE CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003).

Os receptores ativados por proteases (PARS), por sua vez, apresentam
sete dominios hidrofébicos transmembrana, um dominio C-terminal intracelular e
um dominio N-terminal extracelular, que sao acoplados a proteina G (COUGHLIN,
1999; FARUQI e col.,, 2000; NANTERMET e col., 2002; OSSOVSKAYA e
BUNNETT, 2004; VAN GEET e col., 2009). A familia dos receptores PAR é
composta por quatro receptores: PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4. Os receptores
PAR-1, PAR-3 e PAR-4 sdo ativados por trombina, enquanto PAR-2 é ativado por
tripsina (GUDMUNDSDOTTIR e col., 2008). Eles estdo distribuidos em diversos
sistemas como sistema nervoso, gastro-intestinal, respiratdrio, circulatério e
cardiovascular entre outros. A ativagcdo desses receptores inicia uma cascata de
eventos de sinalizacdo em varios tipos celulares com diversas consequéncias
variando de hemostase a transmissdo de dor. No sistema circulatério e
cardiovascular os receptores tipo PAR sédo expressos em células circulantes, bem
como em células endoteliais e células da musculatura vascular. As plaguetas
expressam Varios receptores para trombina que variam de acordo com as

espécies, sendo que em plaquetas humanas estdo presente os receptores PAR-1
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e PAR-4 (SHAPIRO e col., 2000; OFOSU, 2003; OSSOVSKAYA e BUNNETT,

2004; OFUSO, 2008; GUDMUNDSDOTTIR e col., 2008).

Trombina

Figura 4: Modulac&o positiva da GPlba na clivagem do receptor
PAR-1.

Desenho mostrando o envolvimento do FRS (exositio 1) e HBS (exositio II) na
interacdo da trombina entre ambos: GPIb e PAR-1, na membrana da plaqueta.
Pela ligacdo a GPIb, através do exositio I, a hidrolise de PAR-1, envolvendo o
exositio | e o sitio catalitico é facilitada. As setas indicam somente um processo
cinético, pelo qual a interacdo da trombina com a GPIb precede a com PAR-1. O
mecanismo responsavel pelo efeito positivo da interacdo entre trombina e GPIb na
hidrélise de PAR-1 ainda n&o € conhecido.

Adaptado de DE CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003.
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O mecanismo geral pelo qual proteases clivam e ativam PARs acontece
através da clivagem em sitios especificos no dominio N-terminal destes
receptores. Esta clivagem exp&e um novo dominio N-terminal que serve como um
dominio ligante verdadeiro, que interage com regides conservadas no segundo
“loop” extracelular do receptor clivado (Figura 5), resultando na iniciacdo e

transducédo de sinal (OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004).

Figura 5: Mecanismo de clivagem do PAR.

Mecanismo de clivagem e interagdo do novo dominio N-terminal com o segundo
“loop” extracelular dos receptores do tipo PARs.
Adaptado de OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004.

A ativacdo de PAR-1 se inicia através da clivagem do receptor, pela
trombina, no exodominio N-terminal, entre a ligagdo peptidica R41/S42, liberando
um peptideo de 41 aminoacidos. Esta clivagem de PAR-1 forma o verdadeiro

dominio ligante com a sequéncia SFLLRN (OFOSU e NYARKO, 2000; OFOSU,
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2003; OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004). Peptideos sintéticos que mimetizam
este novo dominio N-terminal do PAR-1 (SFLLRN) sédo capazes de produzir os
mesmos efeitos celulares causados pela a-trombina (NANTERMET e col., 2001;
OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004, OFUSO e col., 2008).

A alta afinidade e eficiéncia catalitica da a-trombina sobre o PAR-1 é
atribuida a uma regido acidica (Y52-Y69) do receptor capaz de interagir com o
exositio | de ligacdo de anions, da enzima. Pequenas concentracdes de trombina
(=10 nM de trombina) sdo capazes de ativar este receptor (OFUSO e col., 2008,
2009). Adicionalmente, a interacdo de peptideos baseados nesta sequéncia
acidica com o exositio | da a-trombina altera a conformac¢do do sitio ativo da
enzima (LIU e col., 1991; DE CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003, MAO e col.,
2008).

A transducéo de sinal de PAR-1 comeca com o acoplamento do receptor
a proteinas Gs heterodiméricas na membrana plasmatica das plaguetas. PAR-1
interage com varias a-subunidades, em particular Gq 11a, G12/13a e Gia
(FARUQI e col., 2000; OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004). A subunidade Gg11a
ativa a fosfolipase C-B1, levando a geracédo de IP3, e diacilglicerol (DAG), que
ativa a proteina quinase C (PCK), que pode ser requerido para ativacdo de
fosfolipase A2 (OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004). A trombina estimula a
incorporacdo de um analogo de GTP na G12/13q, o efeito deste estimulo resulta
na mudanca de forma discéide da plaqueta (“shape change”), o que se acredita
ser um pré-requisito para uma ativacdo completa (OSSOVSKAYA e BUNNETT,
2004, MAO e col., 2008). O acoplamento de PAR-1 a proteinas Gia, inibe a

adenilato ciclase, que suprime a formacado de AMPc favorecendo o processo de
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agregacao plaquetaria, uma vez que o aumento de AMPc leva a eventos que
incluem: inibicdo da ligacdo das plaquetas a seus agonistas, inibicdo da formacao
de IPs, reducdo na magnitude e na duracdo das concentragées de fons Ca*? no
citosol e inibicdo da expressédo do receptor de fibrinogénio necessario a agregacao
plaquetaria (FARUQI e col., 2000; OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004).

A ativacdo de PAR-4 se inicia através da clivagem do receptor pela trombina
no exodominio N-terminal, entre a ligacdo peptidica R47/G48, liberando um
peptideo de 47 aminoéacidos. Esta clivagem de PAR-4 forma o dominio ligante
com a sequéncia GYPGQV, que se liga ao segundo “loop” extracelular do receptor
(OFOSU e NYARKO, 2000; FARUQI e col., 2000; OSSOVSKAYA e BUNNETT,
2004). Peptideos sintéticos que mimetizam este novo dominio N-terminal do PAR-
4 (GYPGQV) também sédo capazes de produzir os mesmos efeitos celulares
causados pela a-trombina (FARUQI e col.,, 2000; NANTERMET e col., 2001;
MARYANOFF e col., 2003; OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004). Inversamente ao
gue acontece com o receptor PAR-1, a afinidade da trombina pelo receptor PAR-4
€ bem reduzida, uma conseqiéncia provavel da auséncia de uma regido acidica
no receptor PAR-4. Esta hipotese ¢é reforcada quando comparamos as
concentracfes necessarias de a-trombina para se ativar plaquetas através desses
receptores separadamente, que séo de 0.5 nmol/L para PAR-1 e 30 nmol/L para
PAR-4 (OFOSU, 2000; DE CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003, MAO e col.,
2008).

Os receptores do tipo PAR sao ativados por proteases de forma
irreversivel. Assim como o0s receptores f.-adrenérgicos, PAR-1 é rapidamente

fosforilado e desacoplado da sinalizacdo apOs a ativacdo pela trombina. Esta

17



fosforilagcdo impede uma interacdo adicional com proteinas G. Dentro de um
compartimento endossomal, a maioria dos receptores PAR-1, dissociados dos
ligantes, sao defosforilados e degradados. No entanto, PAR-4 nao é rapidamente
fosforilado depois da ativacdo pela trombina, possivelmente devido a falta dos
sitios de fosforilagdo no dominio C-terminal, em consequéncia disso, PAR-4 é
dessensibilizado mais lentamente. Esta baixa cinética de dessensibilizacdo
permite a PAR-4 uma sinalizacdo mais prolongada em plaquetas humanas
(COUGHLIN, 1999; SHAPIRO e col., 2000; OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004).
Portanto, PAR-1 e PAR-4 diferem na velocidade em que sdo removidos da
membrana das plaguetas ap0s a sua ativagdo. Experimentos medindo o influxo de
célcio (Ca*®) em plaguetas humanas mostraram que PAR-1 inicia um rapido
aumento do Ca*? citoplasmético seguido por um réapido decaimento, enquanto
PAR-4 inicia um aumento mais gradual e prolongado do Ca*® citoplasmatico.
Desta forma a sinalizacdo de Ca*? iniciada por trombina em plaquetas humanas
seria uma composi¢do da sinalizacdo de PAR-1 e PAR-4, com um rapido aumento
provavelmente sendo mediado por PAR-1 seguido de uma elevacao mais lenta
mediada por PAR-4 (SHAPIRO e col., 2000; TANIMURA e col., 2003). A co-
expressao destes receptores pode, entdo, servir como uma forma de modular a

ativacao das vias de sinalizacao intracelular pela trombina.
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1.3.2 Sinalizacdo plaquetaria mediada por calcio
(Ca™)

A Ca*?intracelular € um fator chave e um segundo mensageiro essencial a
todos os tipos celulares, regulando um vasto leque de processos celulares
fundamentais e controlando a¢gées em curto prazo, como secrecao e agregacao e
também em longo prazo como crescimento celular. (JARDIN e col., 2008; VARGA-
SZABO e col., 2009; BERGMEIER e STEFANINI, 2009).

Considerando que a liberacdo de Ca™ dos estoques intracelulares é
transitéria, a entrada de Ca*? induz uma maior sustentabilidade e plena ativacdo
da certos processos celulares. Ap6s a estimulacdo, [Ca*’] é reduzida
principalmente pelo seqiiestro de Ca*? para os estoques e extrusdo em toda a
membrana plasmatica, através da acdo dos diferentes Ca'*-ATPases e
trocadores. Estes mecanismos sao também responsaveis para manter uma baixa
[Ca*?]; em células ndo ativadas (ROSADO e SAGE, 2002; JARDIN e col., 2008).

Fisiologicamente, em plaquetas humanas, 0s agonistas provocam a
elevacdo da [Ca*?] de duas formas: promovendo a liberacdo de Ca*? dos estoques
intracelulares e também a entrada de Ca*? do meio extracelular através de
membrana plasmatica (JARDIN e col., 2008; BERGMEIER e STEFANINI, 2009).

A estimulacao induzida por diferentes agonistas dos receptores plaquetarios
leva & ativacéo de isoformas de fosfolipase (PLC), que hidrolisam fosfoinositol-4,5-
bisfosfato (PIP2) formando inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) e 1,2-diacil-glicerol (DAG).
IP3, por sua vez, induz a liberacdo de Ca*? intracelular dos estoques intracelulares,

enquanto DAG estd envolvido na entrada de Ca' a partir do
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meio extracelular (Figura 6). Nas plaquetas, trés subfamilias das enzimas PLC
sdo expressas, nomeadamente PLCb, PLCg e PLCd (ROSADO e SAGE, 2002;
JARDIN e col., 2008; VARGA-SZABO e col., 2009).

IP; estimula a liberagéo de Ca*? através da interacdo com o receptor de IP3
(IP3R). Estes receptores sédo encontrados em trés isoformas (IP3-R1, IP3-R2 e
IP3-R3) com diferentes papéis na mobilizacdo de Ca*?, e em plaquetas todas as
isoformas ja foram descritas, sendo IP3-R1 e IP3-R2 as predominantes (JARDIN e
col., 2008). Alteracbes na concentracdo de Ca™ no sistema tubular denso
interferem com a atividade de STIM1, uma proteina transmembrana, presente na
membrana do sistema tubular denso, descrita como uma molécula “sensor de
Ca'®. O dominio da proteina STIM1 voltado para o limen do sistema tubular
denso permanece normalmente ligado ao Ca', a saida deste fon para o
citoplasma perturba esta interacdo, levando a mudancas no dominio externo de
STIM1 (citoplasmético) e posterior ativagdo de Orail, um dos principais canais de
Ca'? na superficie plaquetaria, permitindo assim a entrada de Ca*? do meio
extracelular para o citoplasma. DAG também esta envolvido na entrada de Ca**do
meio extracelular através da ativagdo de TRPC6 na membrana plasmatica
(ROSADO e SAGE, 2002; JARDIN e col., 2008; VARGA-SZABO e col., 2009;
BERGMEIER e STEFANINI, 2009).

A diminuicdo de [Ca*?); é realizada principalmente pelas SERCAs, Ca**
ATPases de reticulos sarcoplasmatico/endoplasmatico, que devolve o Ca*? para o
sistema tubular denso e pela extrusdo realizada pelas PMCAs, Ca**- ATPases

(ROSADO e SAGE, 2002; JARDIN e col., 2008; VARGA-SZABO e col., 2009).
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Figura 6: Mobilizacdo de calcio intracelular plaquetario.

Apés a ativagdo por diferentes receptores, isoformas de fosfolipase C (PLC)
hidrolisam fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) a inositol-1,4,5-
trisfosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG). IP; libera Ca*? intracelular dos estoques
intracelulares e, por sua vez STIM1 abre os canais Orail na membrana
plasmatica. DAG medeia a entrada de Ca** através de TRPC6. Além disso, ocorre
um acionamento direto dos canais de Ca®* P2X1, e de um trocador Na*/ Ca*?
(NCX) que contribui para a elevacéo da [Ca™’. Funcionando de forma contraria
mecanismos que envolvem SERCAs e PMCAs, que bombeiam o ion Ca*? de volta
para os estoques ou através da membrana plasmatica, respectivamente. IP3R
indica receptor de IP3; ATP, adenosina trifosfato, ADP, adenosina difosfato; GPVI,
Glicoproteina VI; FcRg, Fc receptor g cadeia; FcgRlla, Fc receptor lla g; CLEC-2,
receptor lectin-like tipo C 2; Pi3-K, fosfatidilinositol 3-quinase.

Adaptado de VARGA-SZABO e col., 2009

21



1.3.3 Superficie plaquetaria

A superficie de plaguetas ativadas no “tampao” plaquetéario é considerada
de grande importancia para a coagulacdo na hemostase (SOLUM, 1999;
MONROE, 2002). A mudanca morfologica é também acompanhada pela
redistribuicdo de fosfolipidios plaquetérios. Em plaquetas humanas, o0s
fosfolipideos sdo distribuidos de forma heterogénea na bicamada fosfolipidica
(GOODWIN e col., 1994; MONROE, 2002). Nas plaquetas ndo ativadas, a
monocamada interna da membrana contém a maioria dos aminofosfolipideos e
guase toda fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina (fosfolipideos aniénicos), mas
quando ocorre o evento de ativacdo plaquetaria, esta ativagdo induz a liberacéo
de estoques intracelulares de calcio bem como a abertura de canais para este ion.
O aumento na concentracdo de Ca'® intracelular inibe uma aminofosfolipideo
translocase responsavel pela manutencdo da assimetria na distribuicdo dos
fosfolipideos aniénicos e concomitantemente ativa uma fosfolipideo “scramblase”
gue transporta rapidamente fosfatidilserina para a parte externa da membrana das
plaquetas (Figura 7), esses fosfolipideos carregados negativamente formam nas
plaquetas ativadas uma superficie pré-coagulante (KALAFATIS e col.,, 1994;
HAWINGER e col., 1994; SOLUM, 1999). Como discutido nas proximas sec¢oes,
este dltimo evento € um dos principais elos entre as plaquetas e o sistema de

coagulacao.
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Figura 7: Representacdo esquematica das reacdes que levam a
expressao da superficie pré-coagulante em plaquetas focando o
papel do ion calcio neste processo.

Os niveis intracelulares de Ca*? aumentam devido ao aumento do transporte de
Ca'*? extracelular mediado por canais de Ca'? por difusdo através de poros na
membrana, por inibicdo de Ca"’ATPases, e por combinacdo de estimuladores
fisiologicos como a trombina e coldgeno. A estimulacdo por trombina e coldgeno
culmina na produc&o de IPs, que por sua vez, é capaz de abrir canais de Ca*? em
um sistema de membrana intracelular chamado de sistema tubular denso, que
serve como um depésito de Ca*? intracelular. Como j& mencionado no texto o
aumento na concentracdo de Ca*? intracelular é de fundamental importancia para
a formacgé&o da superficie pré-coagulante plaquetéaria.

Adaptado de SOLUM, 1999.
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1.3.4 Mecanismo de ativacao plaquetaria

As respostas plaquetarias podem ser classificadas em dois tipos: adesao
e agregacao plaquetéria, as quais estdo relacionadas as diferentes funcdes
plaquetarias in vivo. Inicialmente, ocorre adesédo, “shape change” e agregacdo
plaquetaria reversivel e, posteriormente ocorre a secrecdo de granulos e
agregacao plaquetaria irreversivel. A irreversibilidade da agregacdo esta
relacionada a exposicdo do receptor de fibrinogénio e sua associagdo continua
com a plaqueta.

A adesdo de plaquetas a matriz subendotelial é mediada pelo VWf e
colageno presente na matriz subendotelial, a interacdo do vWf € mediada através
do dominio N-terminal de 45 kDa da GPlba plaquetaria, e é essencial para a
captura da mesma, a interacdo do VWf com a GP llIb/llla estabiliza a adeséo, a
estabilizacdo desta adesédo também acontece devido a interagdo do colageno com
a GP a,B;1 e GP lIb/llla (via vWf) (NIESWANDT e WATSON, 2003).

Seguindo a adesao, as plaquetas liberam o conteddo de seus granulos,
gue podem ser de trés tipos: a-) os granulos densos, contendo ADP, ATP,
serotonina e calcio; b-) os granulos alfa, contendo proteinas adesivas
(fibrinogénio, vWf, fibronectina etc), fatores da coagulacao (fator V e fator Xl); c-) e
os granulos lisossomais, contendo enzimas hidroliticas. As plaquetas também
sintetizam tromboxana A2 (TXA2) através da cascata do acido araquidbnico. O
conteudo liberado pelos granulos como ADP e serotonina, agem em conjunto com
TXA2 no recrutamento adicional de plaguetas para o sitio de injuria vascular. A

interacdo plaqueta-plagueta que ocorre no crescimento do “tampdo” hemostatico é
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mediada pela ligacdo bivalente do fibrinogénio (proteina soluvel no plasma) a GP
lIb/llla. Esta glicoproteina s6 é expressa na superficie de plaquetas ativadas
(MONROE e col., 2002; NIESWANDT e WATSON, 2003; ANDREWS e BERNDT,
2004; ITALIANO e BATTINELLI, 2009).

Muitos agonistas plaquetarios promovem suas respostas através de um
mecanismo de transducdo de sinal que envolve a ativacéo da fosfolipase C. Esta
enzima converte fosfatidilinisitol bifosfato (PIP2), um tipo de fosfolipideo presente
na bicamada da membrana das plaguetas, em diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP3). O DAG ativa proteina quinase C (PKC), e o IP3 se liga a canais de
Ca'? presentes na membrana do sistema tubular denso (que serve de reservatorio
intracelular de Ca*? plaquetario), proporcionando assim, a saida de fons Ca*?
deste compartimento, aumentando a sua concentragdo no citoplasma
(OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004). O aumento do Ca*® citosélico inicia a
atividade da actomiosina ATPase, processo este que, induz a exposi¢ao de mais
integrinas na superficie da plagueta e um reorganizacdo do citoesqueleto
resultando no processo chamado de “shape change” (BERGMEIER e STEFANINI,
2009). O aumento de Ca'® também ativa a fosfolipase A2, que gera &cido
araquiddénico através da clivagem de fosfolipideos de membrana. A enzima
ciclooxigenase-1 (COX-1), presente nas plaquetas, converte acido araquidonico
em endoperodxidos ciclicos (prostaglandina G2 (PGG2) e prostaglandina H2
(PGH2)). A enzima tromboxana sintase, converte estes endoperéxidos em
tromboxana A2. Estes produtos da COX-1 plaquetarios (PGG2, PGH2 e TXA2),
sao potentes vasoconstrictores e ativadores plaquetarios. Por se ligarem aos seus

receptores especificos plaquetarios, eles ativam mecanismos, via proteina G
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acopladas a fosfolipase C, deste modo, completando um “feedback” positivo no
processo de ativacdo (VANE e BOTTING, 2003; DUBOIS e col., 2004; FAZIO e
LINTON, 2004).

Somente agonistas plaquetarios fortes, como a trombina, ativam
diretamente a fosfolipase C, enquanto agonistas mais fracos, como a epinefrina,
ativam fosfolipase A2 e deste modo, ativam indiretamente fosfolipase C, através
da formacdo de tromboxana A2 endogena (REGAN e col., 1986; OFUSO e

NYARKO, 2000).

1.4 Coagulacao sanguinea

A coagulacdo sangilinea envolve a ativacdo sequencial de uma série de
reacdes enzimaticas, na qual o produto de cada reagdo converte uma proteina
plasmatica inativa (zimogénio) em um produto ativo, com excecédo dos fatores V e
VIII, que séo co-fatores ndo enzimaticos (Figura 9). Cada zimogénio é convertido
em uma forma ativa através da hidrélise de uma ou duas ligacdes peptidicas
culminando na geragdo de uma grande quantidade de trombina (BOURIN e
LINDAHL, 1993; DAVIE e col., 1991). Por convencéo, os fatores de coagulacao
sdo denominados por algarismos romanos e ap0s sua ativacdo sdo denominados
pelo seu simbolo seguido da letra “a” (WRIGHT, 1962). As quantidades relativas
dos fatores da coagulacao encontrados no plasma humano bem como dos seus

principais inibidores sédo apresentados na Tabela 2.
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O mecanismo hemostatico conduz a reagfes pro-coagulantes de extrema
relevancia envolvendo trés complexos enzimaticos cuja funcdes dependem de
vitamina K: o complexo “protrombinase”, o complexo “tenase intrinseco” e o
complexo “tenase extrinseco”. Cada complexo é composto de serino-proteases e
um cofator protéico ndo enzimatico. Durante a coagulacdo sangiinea, estes
complexos se organizam junto a superficie da membrana da plaqueta ativada
resultando na ativacao dos zimogeénios, fator X e protrombina (KALAFATIS e col.,
1994: MANN, 1999; SOLUM, 1999; MONROE e col., 2002; RENNE e col., 2009).
Os complexos protrombinase e tenase intrinseco contém componentes derivados
do plasma, enquanto que o complexo tenase extrinseco possui componentes de
origem celular ou tecidual (KALAFATIS e col., 1994) (Figura 6).

A producdo de a-trombina é acionada por duas diferentes vias que
conduzem a ativacdo do fator X, através de clivagem proteolitica da ligagédo
R52/153 na sua cadeia pesada (DAVIE e col.,, 1991; HERTZBERG, 1994).
Atualmente, o processo de coagulacdo tem sido revisto e muitos estudos tém
proposto um mecanismo que seria dividido em duas fases: a fase de iniciagéo,
disparada pela exposi¢édo do fator tecidual, uma proteina de 37 KDa associada a
membrana de células extravasculares podendo ainda ser expressa por células
vasculares como mondcitos, macrofagos e células endoteliais (GRIGNANI e
MAIOLO, 2000). O fator tecidual exposto associa-se ao fator Vlla presente no
sangue (cerca de 1 a 2 % do fator VIl total; MORRISSEY e col, 1993) formando o
complexo denominado “tenase extrinseco” (Figura 8) que ativa o fator X

(KALAFATIS e col., 1994: RENNE e col., 2009). O complexo “tenase extrinseco”
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apresenta uma meia-vida curta no plasma devido a rapida inibicdo pelo TFPI
(Tissue factor pathway inhibitor) e serviria para iniciar o processo de coagulagao,
ao passo que a via de propagacdo manteria uma producdo mais prolongada de a-

trombina (MANN e col., 1998; MANN, 1999; MONTEIRO e col., 2001).

A segunda fase seria a fase de propagacgéao, controlada pela a-trombina
gue ativa os fatores XI, V e VIII. O fator Xla ativa o fator IX, e o fator IXa forma um
complexo com o fator Vllla, fosfolipideos e calcio denominado complexo “tenase
intrinseco” (Figura 8), o complexo tenase intrinseco ativa o fator X de forma
idéntica ao complexo tenase extrinseco, porém apresentando uma eficiéncia
catalitica cerca de 50 vezes maior (AHMAD e col., 1992) A ativagéo do fator V
gerando o fator Va (SUZUKI e col., 1982) e a associacdo com o fator Xa na
superficie de células ativadas, em uma reacdo dependente de calcio, forma o
complexo denominado “protrombinase” (Figura 8), este complexo passa, entao, a
ser o0 principal responsavel pela ativacdo da protrombina. O complexo “tenase
intrinseco”, apresenta uma organizacdo estrutural similar ao complexo
protrombinase (KALAFATIS e col., 1994 a,c; MONROE e col., 2002; BUDDAI e

col., 2002; BRUFATTO e NESHEIN, 2003).
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Tabela 2: Fatores da coagulacido e inibidores presentes no

plasma.
Fator ou Peso Concentracao
inibidor molecular média no plasma
(Da) (nM)
Antitrombina 59.000 2.300
Cof. Il da heparina 66.000 1200
Fator V 330.000 20
Fator VII 50.000 10
Fator VIII 330.000 0,7
Fator IX 56.000 90
Fator X 59.000 170
Fator XI 160.000 30
Fator XII 80.000 375
Fibrinogénio 340.000 8.800
Precalicreina 100.000 450
Proteina C 62.000 60
Proteina S 80.000 300
Protrombina 72.000 1.400
TFPI 34.000 e 41.000 2,5

Adaptado de MANN,1999.
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Figura 8. Complexos enzimaticos associados a superficies

celulares.

A formacgdo dos complexos tenase extrinseco, tenase intrinseco e protrombinase
em superficie celulares levando a formacao dos fatores IX e X ativados (IXa e Xa,
respectivamente) e de trombina.

Abreviacdes: TF- tissue factor (Fator tecidual); PRO - protrombina; T — trombina.

Adaptado de ESMON, 2000.

A a-trombina é a Unica enzima gerada no processo de coagulacdo capaz
de converter o fibrinogénio em fibrina. Este processo € mediado por protedlise

limitada sobre a molécula de fibrinogénio, uma proteina solavel do plasma que é
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entdo convertido em um mondmero de fibrina. Os mondémeros de fibrina interagem
entre si através de interagfes eletrostaticas formando uma rede insoluvel, porém
instavel de fibrina. A consolidacdo deste polimero é feita pela acdo do fator Xllla,
uma enzima que também é ativada pela a-trombina, que une covalentemente as
moléculas de fibrina presentes na rede instdvel (MUSZBEK e col., 1996;
MOSESSON, 1998; BIANCHINI e col., 2002; DE CANDIA e DE CRISTOFARO,
2003). A trombina também ativa os fatores da coagulacdo sanguinea V, VI, XI e
Xl amplificando, assim sua propria produgédo (FURIE e FURIE, 1992; MONROE e

col., 2002; BIANCHINI e col., 2002).

1.5 Trombina

A a-trombina € uma serino-protease pertencente a familia da tripsina,
consistindo em um heterodimero de 36 kDa ligado por uma ponte dissulfeto
(FENTON e col., 1977). A forma humana da enzima é constituida por uma cadeia
A de 36 residuos e uma cadeia B de 259 residuos, na qual se encontra o sitio
catalitico formado pelos residuos H43, D99 e S205, conservado em outras serino-
proteases. A preferéncia para clivagem de ligacfes peptidicas apos residuos de
arginina é dada pela presenca do residuo D199 no sitio de especificidade priméaria,
localizado proximo ao centro ativo da enzima. Entretanto, apesar da grande
homologia entre a estrutura priméria da a-trombina e outras serino-proteases da
familia da tripsina, sua especificidade é muito maior e atribuida a detalhes
estruturais peculiares (STUBBS e BODE, 1993, GUILLIN e col., 1995; DE CANDIA

e DE CRISTOFARO, 2003).
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Figura 9: Cascata de coagulacéo.

A coagulacdo sanguinea envolve a ativagdo sequencial de uma série de reagdes
enzimaticas, na qual o produto de cada reagdo converte uma proteina plasmatica
inativa (zimogénio) em um produto ativo, designado pela letra “a”. Cada zimogénio
€ convertido em uma forma ativa através da hidrélise de uma ou duas ligacdes
peptidicas culminando na geracdo de uma grande quantidade de trombina (lla).

Esta enzima cliva fibrinogénio em fibrina insoltvel.

Adaptado de SCHNEIDER e SOBEL, 2008.
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O sitio catalitico da a-trombina é descrito como uma fenda mais profunda e
estreita que o da tripsina sendo apontado como o primeiro fator limitante ao
acesso de substratos macromoleculares e inibidores (BODE e HUBER, 1992; DE
CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003; HUNTINGTON, 2009). A atividade catalitica
da a-trombina é finamente controlada por seus dominios de reconhecimento,
distantes do sitio catalitico (exositios), junto com algas (loops), que regulam a
especificidade da enzima e a interagdo com substratos macromoleculares (DE
CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003). Certos numeros de residuos basicos
expostos na superficie da enzima formam dois polos com forte potencial
eletropositivo em regifes opostas ao sitio catalitico da enzima (Figura 10) e séo
denominados exositios de ligacdo de anions (STUBBS e BODE, 1993; DE
CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003; HUNTINGTON, 2009).

O exositio | (FRS) de ligacdo de anions foi primariamente associado ao
reconhecimento do fibrinogénio sendo também conhecido como “sitio de
reconhecimento do fibrinogénio”. Este dominio também desempenha papel crucial
no reconhecimento de outros ligantes, incluindo substratos macromoleculares,
moduladores e inibidores. A figura 10 apresenta os aminoacidos classicamente
descritos como integrantes do exositio | de ligacao de anions. Além do importante
papel no reconhecimento de substratos, moduladores e inibidores, diversos
estudos tém demonstrado que a interacdo de diferentes ligantes com o exositio |
causa mudancas conformacionais no sitio catalitico da a-trombina (LIU e col.,
1991b; YE e col., 1991; YE e col., 1992; MONTEIRO e col., 1999; DE CANDIA e

DE CRISTOFARO, 2003; HUNTINGTON e BAGLIN, 2003). Estas modifica¢Oes
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estruturais alteram a especificidade da enzima e acredita-se que isto seja
importante na modulacao de suas fungdes bioldgicas.

O exositio Il (HBS) de ligacdo de anions € também conhecido como sitio
de ligacdo a heparina. Ele se localiza préximo a uma hélice na regidao C-terminal
da cadeia B da a-trombina (SHEEHAN e SADLER, 1994; GIBBS e col., 1995; DE
CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003). Estudos cristalograficos também
demonstraram que o exositio Il de ligacdo de anions interage com o fragmento 2
da protrombina (ARNI e col., 1993). Esta interacdo altera a conformacéo do sitio
catalitico da enzima (BOCK, 1992; LIAW e col.,, 1998). Adicionalmente foi
demonstrado que a interagdo do fragmento 2 da protrombina com o exositio
também altera a conformagéo do exositio | (DE CANDIA e DE CRISTOFARO,
2003; HUNTINGTON e BAGLIN, 2003; DI CERA, 2003). Acredita-se que estas
modificagbes possam ter um papel fisiologico relevante.

Como discutido acima, a trombina tem um papel central no processo de
coagulacao. Ela apresenta ainda diversas fung¢des biologicas, como: fungdes pré e
anticoagulante, participa dos processos de reparo tecidual, inflamagéo, resposta
imune, metastase, aterosclerose entre outras, demonstrando que seu papel ndo é
restrito ao sistema de coagulacdo, sendo esta enzima envolvida em diversos
processos fisiologicos e patoldégicos (ESMON, 2000; DE CANDIA e DE

CRISTOFARO, 2003; HUNTINGTON e BAGLIN, 2003; HUNTINGTON, 2009).
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Figura 10: Modelo estrutural da a-trombina.

Principais dominios envolvidos na estrutura e funcao da a-trombina. Os peptideos
gue compde o sitio catalitico e os exositios | e Il estdo destacados.
Adaptado de GUILLIN e col., 1995.

1.6 Controle da hemostasia

O balanco entre o sangramento e a trombose é mantido pela rapida e
localizada amplificacéo das proteases da coagulacdo no sitio de injuria vascular e
pelos mecanismos que inibem a agcédo das proteases em outra parte que nao seja

no local da lesdo (HUNTINGTON e BAGLIN, 2003).
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O sistema fibrinolitico representa um importante mecanismo de controle
impedindo acumulo de fibrina na luz do vaso. Enzimas ativadoras de
plasminogénio tipo uroquinase (u-PA) e tipo tecidual (t-PA) convertem o
plasminogénio em plasmina, que € sua forma ativa. A plasmina, uma vez formada,
cliva a fibrina e deste modo gera um novo residuo C-terminal de lisina que
estimula ainda mais a formagdo de plasmina (BOUMA e MEIJERS, 2003). A
fiborina é transformada em fragmentos sollveis, que possuem atividade
antitrombdtica. Estes fragmentos sollveis competem com a fibrina pelos sitios
ligantes de polimeros de fibrina do trombo formado e também com fibrinogénio por
sitios ligantes de glicoproteina llb/llla na superficie de plaquetas, dificultando
assim todo o processo de coagulacdo (LOSCALZO e SCHAFER, 2003).

A ativacao do plasminogénio e a atividade da plasmina s&o reguladas por
outras moléculas membros da classe das serpinas como a op-antiplasmina e o
inibidor do ativador de plasminogénio (tipos | e Il), que inibem, respectivamente, a
plasmina e os ativadores de plasminogénio, através da formacdo de complexos
estequiométricos de 1:1 com estas enzimas ativas (LOSCALZO e SCHAFER,
2003).

A presenca de multiplos inibidores plasméticos como, por exemplo,
antitrombina, proteina C e S, e o inibidor da via do fator tecidual, sdo também de
extrema importancia, pois coletivamente mantém a fluidez do sangue (DAVIE e
col., 1991; ZAVALOVA e col., 2002; QUINSEY e col., 2004). Estes inibidores

plasmaticos agem através de mecanismos diversos.
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A antitrombina (58 kDa) é uma glicoproteina sintetizada no figado, e que
circula no plasma com uma meia-vida de aproximadamente 3 dias. Ela forma
complexos com fatores da coagulacéo, onde seus principais alvos séo a trombina,
o fator Xa e o fator IXa (DAVIE e col., 1991; MONTEIRO, 2001; HUNTINGTON e
BAGLIN, 2003) e sua atividade € aumentada em aproximadamente 3000 vezes na
presenca de heparina (MONTEIRO, 2001; QUINSEY e col., 2004). Outro inibidor
gue também pertence a familia das serpinas é o cofator Il da heparina. Esta
proteina é sintetizada no figado, com cerca de 66 kDa, e apresenta uma meia-vida
de aproximadamente 2,5 dias no plasma. Sua ocorréncia é descrita somente em
mamiferos. Ao contrario da antitrombina, este inibidor possui atividade especifica
contra a trombina. O cofator Il da heparina, também descrito em outras espécies,
apresenta sua atividade aumentada por heparina e dermatan sulfato (ESMON e
col., 1999, 2000; HUNTINGTON e BAGLIN, 2003).

A via da proteina C € uma importante via inibitoria, na qual a proteina C se
liga ao complexo trombomodulina—trombina no endotélio vascular, e € convertida
pela trombina em uma protease ativa (Figura 11). A trombomodulina é um receptor
gue é exposto na superficie de células endoteliais intactas, e se liga ao exositio |
da trombina, fazendo com que a enzima perca a especificidade pelo fibrinogénio
(HUNTINGTON e BAGLIN, 2003; CASTELLINO e PLOPIS, 2009). A a-trombina
cliva a ligacdo R169-1170 na proteina C gerando a proteina C ativada, (APC) que
rapidamente se dissocia do complexo a-trombina-trombomodulina e forma um
novo complexo com a proteina S na superficie de células endoteliais, plaquetas e
talvez outros tipos celulares (ESMON, 2000; HACKENG e col., 2009) (Figura 12).

O complexo formado por APC e proteina S atua sobre o fator Va clivando
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rapidamente a ligagdo R506-G507, o que reduz drasticamente sua atividade de
cofator no complexo protrombinase e consequentemente diminuindo a razao de
ativacdo da protrombina. Uma segunda clivagem na ligagdo R306-N307 do fator
Va determina a dissociagdo de suas subunidades e inativa completamente o
cofator (ESMON, 2000; CASTELLINO e PLOPIS, 2009). De forma similar, o
complexo APC-proteina S cliva a ligacdo peptica R336-M337, inativando o fator
Vllla e reduzindo seu efeito de cofator no complexo tenase intrinseco (FURLAN,
2002; REZAIE, 2003; DI CERA, 2003; HACKENG e col., 2009).

Os inibidores responsaveis pela inativagdo da proteina C ativada sdo oy-
antitripsina, inibidor de proteina C e a,-macroglobulina. A deficiéncia de qualquer
uma dessas proteinas (C ou S) leva, como se poderia prever, a estados de

hipercoagulabilidade (ESMON e col., 1999, 2000; HACKENG e col., 2009).
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Figura 11: Esquema da estrutura do complexo a-trombina-

trombomodulina interagindo com a proteina C.
Representacdo da interacdo entre os dominios EGF-like (5 e 6) e da cadeia de
condroitin sulfato, integrantes da trombomodulina, com o exositio | e Il da

trombina, respectivamente. Reproduzido de ESMON, 2000.

Figura 12: Via da proteina C ativada.

Representacdo do o esquema de ativacdo da proteina C (PC), ligada ao seu
receptor de células endoteliais (EPCR), pelo complexo formado entre a
trombomodulina (TM) e a a-trombina (T). A proteina C ativa (APC) se liga a
proteina S (S) formando um complexo que inativa o fator Va. Reproduzido de
ESMON, 2000.
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1.7 Trombose

O processo hemostatico ativado inespecificamente pode resultar na
ocluséo de vasos sanguineos levando a trombose, sendo esta a causa primaria ou
secundaria de atagues cardiacos, derrames, embolia pulmonar e trombose venosa
profunda, patologias de alta morbidade e mortalidade em paises desenvolvidos
(ESMON, 2000; HORAN e col., 2001; GRESELE e AGNELLI, 2002, MACKMAN,
2008).

Nos E.U.A., mais de dois milhdes de pessoas morrem todo ano de
trombose arterial ou venosa ou de suas consequéncias (GOLDHABER, 2009).
Segundo os dados do Ministério da Saude (2004), no Brasil, o grupo de doencas
cardiovasculares constitui a primeira causa de mortalidade, sendo responsavel por
80% das mortes no ano de 2003.

As causas predisponentes da trombose venosa profunda foram descritas
por Virchow em 1856 e incluem: estase sanglinea; injaria vascular; e alteracdes
dos fatores de coagulacdo do sangue, levando a hipercoagulabilidade. Os
diversos fatores de risco, sejam adquiridos ou herdados, atuam através de pelo
menos um dos trés componentes da triade de Virchow, e o seu reconhecimento
auxilia no diagnéstico e profilaxia da doenca tromboembdlica (ESMON, 2000;
HORAN e col., 2001).

Estudos mostram que as doencas cardiovasculares estdo integradas a
fatores de risco herdados e/ou adquiridos (MARTINELLI, 2001; SIMMONDS e col.,
2001). Sendo assim, muitas condic¢des clinicas podem estar associadas com o alto

risco de trombose arterial, venosa e tromboembolia. A aterosclerose, a
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hipertensdo e diabetes sdo algumas condi¢cdes clinicas relacionadas com a
trombose arterial, enquanto que a cirurgia geral, a cirurgia ortopédica, o trauma e
0 cancer estdo entre as condi¢Bes associadas com episodios de trombose venosa
(BICK e FAREED, 1997; MACKMAN, 2008).

A trombose arterial é geralmente iniciada por ruptura mecénica ou
espontanea de placas aterosclerdticas, um processo que expde material
trombogénico no arcabouco rico em lipideos da placa de ateroma no sangue. O
trombo arterial que € formado em condi¢cdes de fluxo r4pido, é composto por

plaguetas agregadas junto com rede de fibrina.

O trombo venoso consiste principalmente de fibrina e células vermelhas.
A trombose venosa se desenvolve em condi¢des de fluxo lento, e geralmente se
origina em veias musculares profundas de membros inferiores. A coagulagao
nesses sitios é iniciada por trauma vascular e é aumentada por estase venosa
(WEITZ e HIRSH, 2001).

A tromboembolia venosa é uma desordem hemostatica grave, devido as
suas complicagbes como a embolia pulmonar e a sindrome pds-traumatica.
Determinantes genéticos associados a tromboembolia venosa ainda ndo séo
totalmente conhecidos, mas desde a década passada houve um consideravel
progresso nos estudos para um melhor entendimento dos fatores de risco desta
doenca assim como de seus respectivos problemas clinicos (MARTINELLI, 2001).

Estados associados a formacdo patologica de trombos tém sido

prevenidos e/ou tratados através do uso de anticoagulantes como heparina,

heparinas de baixo peso molecular e andlogos da vitamina K e com agentes
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inibidores de agregacéao plaquetaria, como a aspirina e o ticlopidina. O tratamento
de trombos ja formados pode ainda ser feito com farmacos fibrinoliticos como a
estreptoquinase, o ativador de plasminogénio tecidual e a uroquinase. Entretanto
esses tratamentos apresentam limitacbes como a recorréncia de eventos
tromboticos e possiveis quadros hemorragicos (WEITZ e HIRSH, 2001).

Além disso, a prevencdo a estenose apdés o procedimento de
revascularizagcdo ainda nao foi obtida, nem com o estabelecimento de um
procedimento preventivo e nem com o0 uso de agentes antiplaquetarios. A
necessidade de monitoramento laboratorial continuo no tratamento com heparina
ou warfarina € igualmente, considerado desvantajoso. Diante das limitacdes dos
chamados agentes antitromboéticos de primeira geracao e, apesar do progresso
com os chamados agentes de segunda geracdo, diversos antitrombéticos séo
constantemente estudados, contribuindo para a expansédo do conhecimento sobre
a fisiopatologia da agregacao das plaquetas e ativagcao da coagulacéo (Tabela 3)

(GRESELE e AGNELLI, 2002; MACKMAN, 2008).
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TABELA 3: Agentes antitromboticos

Agentes
antiplaquetarios

Agentes
anticoagulantes

Primeira geragéo Aspirina Heparina
Thienopiridina Warfarina

(ticlopidina e

clopidrogrel).
Segunda geracéo Antagonistas de GP Heparina

lb/llla

Combinacéo
Aspirina-clopidrogrel
Inibidores de interacao

FvW-GPIb

de baixo peso
molecular

Hirudina

Inibidores da via

F. tecidual-FVlla

Ultima gerac&o

Inibidores de interacao
colageno-plaqueta

Inibidores da ativacéo
trombina-induzida

Antagonistas diretos de
receptor de ADP

Compostos
antiplaquetarios
liberadores de 6xido
nitrico

Inibidores seletivos do
Fator Xa
Inibidores seletivos de
Trombina

Proteina C ativada
humana

Trombomodulina

Recombinante solGvel

Adaptado de GRESELE e AGNELLI, 2002
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1.8 Derivados acilhidrazonicos

Os novos derivados sulfonatos-hidrazénicos (3a; 4a; 5a; 3a-0) foram
planejados através de modificagbes moleculares na estrutura dos protétipos
inibidores de trombina 1 e 2 e sintetizados a partir do safrol (Ocotea Pretiosa),
produto natural brasileiro abundante. Estas modificagcbes, baseadas em
estratégias de simplificagdo molecular e bioisosterismo, foram empregadas
visando o desenho de uma nova série de compostos bioativos de padrdo
estrutural original, permitindo sua eventual protecdo patentaria. A inclusdo da
subunidade metilenodioxila, proveniente da matéria-prima sintética, i.e. safrol, foi
proposta a fim de se estudar as contribui¢cdes eletronicas desta unidade estrutural
para a otimizagdo da atividade antitrombina desejada. Ademais, a presenca do
grupamento sulfonato foi contemplada por analogia ao inibidor de trombina da
literatura (Figura 13), visando garantir a atividade sobre os receptores de trombina.
Posteriormente, realizou-se a introducdo da subunidade hidrazénica em diferentes
posi¢cbes do anel fenila central, objetivando investigar a seletividade dos novos
derivados frentes aos diferentes processos que resultam no fenbmeno de

agregacao plaguetaria (BARREIRO e col., 2004, LIMA e col., 2008).
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Figura 13: Estratégia de preparacdo dos derivados

acilhidrazonicos.

Esquema simplificado de estratégia de preparacdo dos derivados acilhidrazénicos.
Os compostos (3a; 4a; 5a; 3a-0) foram planejados através de modificacbes
moleculares na estrutura de inibidores de trombina e sintetizados a partir do safrol
(Ocotea Pretiosa). Os compostos mais utilizados neste trabalho foram: LASSBIo
693 (3 g); LASSBIo 694 (3 j); LASSBIio 743 (4 g) e LASSBIio 752 (5 g).

45



2.1. Objetivos Gerais

Em varias condi¢cbes patoldgicas, eventos envolvendo proteinas
plasmaticas e plaquetas sdo desencadeadas provocando a formacg&o de trombos.
A alta incidéncia de trombose permanece ainda como a principal causa de morte
nas sociedades ocidentais, apesar de correntes tratamentos antitromboéticos
(Gresele e Agnelli, 2002; Ubatuba, 1989; Murray e Lopes, 1997). Isto pode ser
observado através do crescimento continuo de artigos cientificos publicados sobre
o estudo de trombose (Gresele e Agnelli, 2002).

Assim, este trabalho tem como obijetivo verificar a atividade antitrombotica
e anti-plaquetaria dos compostos 4’-carboxi-benzilideno-carboidrazida-6-
metilbenzo[d][1,3]dioxola-5-sulfonato (LASSBio 693) e seus regioisomeros

(LASSBio 694, LASSBIio 743 e LASSBIo 752).

46



2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antiplaquetaria de compostos derivados
acilhidrazénicos em plaquetas de coelho;

e Selecionar os compostos de melhor atividade em inibir a agregacéo
plaquetaria induzida por trombina em plaquetas de varias espécies;

e Testar a atividade dos compostos sobre a agregacdo plaquetaria
induzida por agonistas dos receptores PAR-1 e PAR-4;

e Testar a atividade -catalitica da trombina na presenca desses
compostos, usando fibrinogénio e S-2238 como substratos;

e Avaliar a atividade desses compostos nos fatores da coagulagéo,
através do ensaio de tempo de recalcificacdo in vitro;

e Estabelecer um modelo, in vivo, de tromboembolia pulmonar induzido
por colageno e norepinefrina e avaliar o potencial antitromboticos dos compostos
neste modelo;

e Estabelecer um modelo, in vivo, de tromboembolia pulmonar induzido
por trombina humana, e avaliar o potencial antitrombético dos compostos neste
modelo;

e Analisar o potencial antitrombético dos compostos;

e Avaliar o risco hemorragico desses compostos através do ensaio de
tempo de hemorragia induzida (THI);

e Avaliar os efeitos do composto L-752 sobre a coagulacdo sanguinea,
utilizando os ensaios, ex vivo, de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e tempo

de protrombina (PT).
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3.1. Animais

Os experimentos com animais foram realizados utilizando-se
camundongos BALB-c (ambos os sexos) pesando entre 18 e 25 g. Os animais
foram mantidos em jejum, por duas horas, antes da administragdo dos compostos.
Todos os experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com as
normas do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e Committee
on Animal Research and Ethics (CARE) e aprovados pelo comité de ética do
Centro de Ciéncias da Saude, UFRJ (IBgM 004). Os animais foram mantidos em
condicdes de higiene adequada, com racdo e agua ad libitum no biotério do

Instituto de Bioquimica Médica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.2. Metodologia

3.2.1 Isolamento da a-Trombina Humana

A o~trombina foi purificada a partir de amostras congeladas de plasma
humano citratado, seguindo protocolo previamente estabelecido (NGAI e CHANG,
1991). As amostras de plasma (em geral perfazendo um volume total de 1 L)
foram descongeladas a 37 °C e o material transferido para uma camara
refrigerada (4 °C) onde se adicionou lentamente, sob agitacdo, uma solucdo de
1M de BacCl, (1/20, v/v) e benzamidina (5 mM, final). Em seguida, o material foi
centrifugado a 4500 rpm (4 °C), por fim, dialisado contra tamp&do 20 mM de Tris-

HCIl pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1 mM de EGTA, 100 mM de EDTA. O material
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dialisado foi entdo submetido a duas etapas de precipitacdo com (NH,4)>.SO4 (0-35
% e 35-70%). Apoés centrifugagdo da amostra, o pellet obtido na segunda etapa de
precipitacao foi ressuspendido e dialisado contra tamp&ao 20 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 1 mM EGTA, pH 7,5 aproximadamente por 24 horas. A amostra foi incubada
com veneno bruto de Oxyuranus scutellatus 60 minutos a 37°C e posteriormente,
aplicado em uma coluna de heparina-agarose (1 x 10 cm, SIGMA). O material
retido foi eluido de forma gradativa, com o aumento da forca ibnica utilizando-se
tampao 20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 1 mM EGTA, pH 7,5, sendo monitorado pela
absorbéancia a 280 nm. As fragBes correspondentes a a-trombina foram reunidas,
concentradas no sistema Amicon e mantidas a —70°C até seu uso. O grau de
pureza da proteina purificada foi verificado por eletroforese em gel de
poliacrilamida (12 %) em condigcbes desnaturantes e n&do redutoras, onde
apresenta uma banda majoritdria correspondente a 36 kDa. A concentracdo
protéica foi estimada por absorbancia a 280 nm (FENTON e col., 1977). A
atividade da enzima foi estimada através da capacidade de hidrélise do substrato
sintético S-2238 bem como da capacidade de promover a coagulacdo do

fibrinogénio bovino purificado.

3.2.2 Ensaio de Fibrinocoagulacao

O ensaio de fibrinocoagulacdo foi realizado de acordo com o método
descrito por RIBEIRO e col. (1995), utilizando o leitor de microplacas Thermomax
(Molecular Devices, Menlo Park, USA). Diluicbes seriadas de aliquotas dos

compostos (em DMSO) foram feitas em um volume final de 25 uL (800 pM inicial)
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em tampao RB (Tris 50 mM, NaCl 0,15M, CaCl2 10 mM, PEG 0,1%, pH 7,5) e
acrescidas com 25 pL de a-trombina humana (8 nM) a 37 °C. O ensaio foi iniciado
apos a adicdo de 50 uL de fibrinogénio bovino 4 mg/mL ressuspendido no mesmo
tampdo RB. A absorbancia a 405 nm foi monitorada por 20 minutos a 37 °C, em
intervalos de 6 segundos. A absorbancia maxima obtida ao final desse tempo foi

comparada com os controles contendo somente trombina e fibrinogénio.

3.2.3 Atividade Amidolitica da Trombina

O ensaio de atividade amidolitica foi também realizado utilizando o leitor
de microplacas. Dilui¢Bes seriadas de aliquotas das amostras foram feitas em um
volume final de 25 uL (800 uM) em tampao RB (Tris 50 mM, NaCl 0,15 M, CaCl2
10 mM, PEG 0,1%, pH 7,5) e acrescidas com 25 uL de a-trombina humana (8 nM)
a 37 °C. O ensaio foi iniciado apds a adi¢do de 50 uL de substrato cromogénico
sintético (400 uyM), especifico para trombina (S-2238), ressuspendido no mesmo
tampdo RB. A absorbancia a 405 nm foi monitorada por 20 minutos a 37 °C, em
intervalos de 6 segundos. A absorbancia maxima obtida ao final desse tempo foi

comparada com os controles contendo somente trombina e S-2238.

3.2.4 Tempo de recalcificacéo

Sangue humano foi coletado em tubos com vacuo com 3,8 % de citrato de
sédio (9:1 v/v). O plasma pobre em plaquetas (PPP) foi preparado por

centrifugagédo em 3500 rpm por 12 minutos e o “pellet” foi retirado. O ensaio foi
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realizado utilizando-se um coaguléometro (Amelung KC4). O volume de 50 pL de
PPP foi adicionado ao tubo de ensaio, especifico do aparelho, seguido da adicdo
de 50 pL da amostra (800 uM) ou PBS (usado como controle). Apds um minuto, a
reacdo foi disparada com a adicdo de 100 pyL de CacCl, (25 mM) e o tempo

necessario para ocorrer a coagulacédo do plasma foi medido.

3.2.5 Agregacao Plaquetaria (Plaguetas de Coelho)

O sangue, retirado da artéria central da orelha de coelhos saudaveis, foi
misturado a uma solugéo de citrato 3,8% (9:1 v/v). O Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) foi preparado por centrifugacao em 800 rpm por 10 minutos, estando pronto
para ser utilizado nos ensaios usando-se 0s agonistas coladgeno, ADP, trombina e
acido araquidénico. Para preparar as plaguetas lavadas (FRANCISCHETTI e col.,
1998), o sangue foi misturado a uma solucao de EDTA 0,2 M, e centrifugado a 800
rpm, separado o sobrenadante (PRP) e, logo apés, o PRP foi centrifugado em
1500 rpm para separar as plaguetas dos outros componentes do plasma. O
sobrenadante foi descartado e entdo as plaguetas foram ressuspensas em tampao
Tyrode (NaCl 136 mM, KCI 2,7 mM, NaH;PO4 0,4 mM, NaHCO3; 33 mM, MgCl,
1,03 mM, Glicose 5,6 mM, gelatina 0,35%, pH 6,5), contendo EGTA 0,02 mM e
recentrifugadas em 3000 rpm por 2X. Depois da ultima centrifugacéo as plaguetas
foram ressuspensas em tampéao Tyrode (NaCl 136 mM, KCI 2,7 mM, NaH,PO,0,4
mM, NaHCO3; 33 mM, MgCl, 1,03 mM, Glicose 5,6 mM, gelatina 0,35%, pH 7,4).
A agregacado foi realizada in vitro utilizando-se um agregdmetro Chrono-log

(Havertown, PA, USA), trombina humana (2 nM) foi usada como agonista. 4 pyL de
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CaCl; (0,1 M) foi adicionado a cada cubeta 30 segundos antes da adi¢cdo dos
compostos. Os compostos e DMSO (0,5 % v/v), que foi usado como veiculo para
0s compostos, foram adicionados 1 minuto antes do agonista. Indometacina foi
usada como controle positivo, por ser um inibidor jA conhecido da agregacéo

plaquetaria.

3.2.6 Agregacao Plaquetaria (Plaguetas Humanas)

Sangue humano foi coletado em tubos de vacuo com EDTA (0,2 M) ou
citrato de sédio (3,8 %) (9:1 v/v). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado
por centrifugagcdo em 800 rpm por 10 minutos. O plasma pobre em plaquetas
(PPP) foi preparado por centrifugagcédo, 3500 rpm por 12 minutos. As plaquetas
lavadas foram obtidas por método de centrifugacdo (SOSLAU e col., 2001).
Agregacdo plaquetaria foi monitorada por método turbidimétrico de BORN e
CROSS, 1963 utilizando-se um agregbmetro Chrono-log (Havertown, PA, USA).
PRP (400 pL) foi incubado a 37° C por 1 minuto. A agregacdo plaquetaria foi
induzida por trombina (10 pM), TRAP-1 —-SFLLRNP- (16,4 uM), TRAP-4A -
AYPGKEF- (0,25 mM), colageno (1,6 pg/ml) e ADP (5 uM). LASSBio 693, LASSBIio
694, LASSBIo 743 e LASSBIo 752, foram ressuspensos em DMSO (0,5 % v/v), e
adicionados (52,5-195 uM final) 1 minuto antes da adigdo dos agentes agregantes.
A indometacina também foi usada como padrdo nestes ensaios. Para todos 0s

testes uma curva inicial com os diferentes agonistas foi realizada. A concentragao
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do indutor escolhida para analise foi aquela que provocou 80-90 % de agregacao

plaquetaria.

3.2.7 Agregacao Plaquetaria (Plaguetas de rato)

Ratos Wistar pesando entre 200 e 250 g foram previamente anestesiados
com xilazina (16 mg/kg, intramuscular), seguida por ketamina (100 mg/kg,
intramuscular). O sangue foi coletado através de puncédo cardiaca em tubos com
EDTA (0,2 M) ou citrato de sodio 3,8 % (9:1 v/v). O plasma rico em plaquetas
(PRP) foi preparado por centrifugagdo em 800 rpm por 10 minutos. O plasma
pobre em plaquetas (PPP) foi preparado por centrifugagdo, 3500 rpm por 12
minutos. As plaquetas lavadas foram obtidas por método de centrifugacdo
(SOSLAU e col.,, 2001). Agregacao plaquetaria foi monitorada por método
turbidimétrico de BORN e CROSS, 1963 utilizando-se um agregdbmetro Chrono-log
(Havertown, PA, USA). PRP (400 pL) foi incubado a 37° C por 1 minuto. A
agregacao plaquetaria foi induzida por trombina (10 nM), TRAP-4A —AYPGKF-
(0,25 mM) e ADP (5 uM). LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBio
752, foram ressuspensos em DMSO (0,5 % v/v), e adicionados (50-200 uM final) 1
minuto antes da adicdo dos agonistas. Indometacina foi usada como controle
positivo nestes ensaios. Para todos os testes foi realizada uma curva inicial (com
concentragOes distintas), com os diferentes agonistas. A concentracao do indutor

escolhida para andlise foi aquela que provocou 80-90 % de agregacgéao plaquetaria.
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3.2.8 Mensuracao de calcio citoplasmatico

As plaguetas humanas lavadas foram obtidas por método de centrifugacéo
(SOSLAU e col., 2001) e incubadas a 37 °C, no escuro, com 3 yM de FURA2-AM
por 45 minutos. Apds o periodo de incubagdo as plaquetas foram lavadas duas
vezes com tampdo Tyrode (NaCl 136 mM, KCI 2,7 mM, NaH,PO, 0,4 mM,
NaHCO3; 33 mM, MgCl, 1,03 mM, glicose 5,6 mM, albumina 0,35%, pH 6,5),
contendo EGTA 0,02 mM. Apés as lavagens as plaquetas foram ressuspensas em
tampdo Tyrode, sem EGTA, e ajustadas para 1 x 10° plaquetas/mL. A

monitorizacdo da [Ca*?;

mobilizados em plaquetas humana foi através da leitura
de fluorescéncia do FURA2-AM ligado ao calcio em um fluorimetro (Hitachi F —
4500). Para as leituras foram utilizadas cubetas de poli-meta-acrilico, o volume
lido foi de 1,0 mL e a temperatura de 37 °C. As plaguetas marcadas com FURA2-
AM foram pré-incubadas sob agitacdo durante 1 minuto com 2 mM de CaCl,, a
apos este tempo incubadas também por 1 minuto na presenca dos derivados
acilhidrazénicos, nas concentragdes testadas (50, 100 e 200 uM), antes da adigao
de trombina 1 Ul/mL, TRAP-1 —SFLLRNP- (16 uyM) e TRAP-4A —AYPGKF- (0,5
mM). A monitorizagdo da fluorescéncia foi realizada com comprimento de onda de

excitacao de 340 nm e de emissao 505 nm, slit de excitagéo 5,0 e de emisséo 2,5

e voltagem de 950 vts.
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3.2.9 Citometria de fluxo

Plasma rico em plaquetas foi primeiramente separado através da
centrifugacédo de sangue total humano a 800 rpm por 10 minutos. Aliquotas de 20
puL foram entdo incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com 40 ug/mL de
anticorpo monoclonal anti-PAR 1 humano (sc-13503, Santa Cruz Biotechnology
Inc.), na presenca de 200 uM dos compostos LASSBio 693, LASSBio 694,
LASSBIio 743, LASSBIio 752 ou Indometacina, todos preparados sempre em um
volume final de 6 pL. O controle de marcacdo plaquetaria foi feito através da
marcagdo com anticorpo anti-P-selectina. Um controle de marcacao positiva
também foi realizado apenas na presenca do mesmo volume de DMSO, solvente
utilizado para diluicho dos compostos acima mencionados. As amostras foram
entdo lavadas com PBS e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente com
20 pg/mL de anticorpo secundario anti-lgG murino conjugado a ficoeritrina (sc-
3738, Santa Cruz Biotechnology Inc.). Apos serem lavadas novamente com PBS,
as amostras foram finalmente adquiridas em um citdbmetro de fluxo BD FACScan
(Becton, Dickinson and Company) (total de 10.000 eventos por amostra), e 0S
dados coletados analisados pelo programa BD CellQuest ProTM (Becton,
Dickinson and Company).

Um controle de marcacdo secundéria ndo-especifica foi feito incubando-se
uma amostra diretamente com anticorpo secundario anti-lgG murino conjugado a

ficoeritrina.

55



3.2.10 Ensaio de tromboembolia pulmonar induzida

por colageno e norepinefrina

A atividade antitrombdética foi determinada usando camundongos BALB-c
de ambos os sexos (18-25 g). Ap6s um periodo de jejum de 60 minutos, 0s
compostos foram administrados oralmente (100 umol/kg; 0,1 ml/20g) para o0s
animais com uma suspensédo em Goma arabica 5% (veiculo). A indometacina (100
umol/kg) foi usada como controle positivo. Eventos tromboticos foram induzidos
por injecdo intravenosa de uma suspensdo de colageno (0,5 mg/mL) e
norepinefrina (0,5 mg/mL) e a taxa de mortalidade foi determinada 15 minutos
apos a inducdo da trombose contando o nimero de animais sobreviventes, para
cada composto foram usados 3 grupos contendo 10 animais cada um (GRESELE
e col, 1998).

A metodologia foi estabelecida usando-se vérias concentracdes de
suspensao de colageno e norepinefrina, a concentracdo escolhida como controle
para andlise foi aquela que proporcionou entre 80-90 % de mortalidade em um

intervalo de 15 minutos apds a administragdo do estimulo trombatico.

3.2.11 Ensaio de tromboembolia pulmonar induzida

por trombina

A atividade antitrombdética foi determinada usando camundongos BALB-c

de ambos os sexos (18-25 g). Ap6s um periodo de jejum de 60 minutos, 0s

56



compostos foram administrados oralmente (100 pmol/kg; 0,1 ml/20g) para os
animais com uma suspensdo em Goma arabica 5% (veiculo). A indometacina (100
umol/kg) foi usada como controle positivo. Eventos tromboticos foram induzidos
por injecéo intravenosa de trombina humana (2000 UI/Kg) e a taxa de mortalidade
foi determinada 15 minutos apos a inducdo da trombose contando o namero de
animais sobreviventes, para cada composto foram usados 3 grupos contendo 5
animais cada um (GRESELE e col., 1998; MOMI e col., 2001).

A metodologia foi estabelecida usando-se varias concentracfes de
trombina e a concentracdo escolhida para andlise foi aquela que proporcionou
entre 80-90 % de mortalidade em um intervalo de 15 minutos apés a

administracdo do estimulo trombdtico.

3.2.12 Trombose venosa induzida por estase e

hipercoagulabilidade

A formacdo de trombo através da combinagdo de estase e
hipercoagulabilidade foi induzida como descrito por VOGEL e col., (1989) com
ligeiras modificagbes (FARIAS, 2000). Ratos Wistar pesando entre 200 e 250 g
foram previamente anestesiados com xilazina (16 mg/kg, intramuscular), seguida
por ketamina (100 mg/kg, intramuscular). O abdomen dos ratos foi cirurgicamente
aberto, e a veia cava, entre as veias renais e as iliacas, foi cuidadosamente
exposta e dissecada dos tecidos adjacentes. Foi delimitado um segmento de 1 cm
na veia cava, utilizando fios de algodao (100 % algod&do) com nds frouxos, nas

seguintes posicdes: na veia renal esquerda e na veia cava, logo abaixo da
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ramificacdo da veia renal (posicao cranial), e um centimetro abaixo do n6 frouxo
posicionado na veia cava cranial (abaixo da ramificacdo da veia renal), proximo a
ramificacdo das veias iliacas (posi¢éo caudal).

Os compostos ou veiculo (animais controle) foram administrados, por via
oral. Apos os tempos indicados nas figuras, tromboplastina calcica (3mg/kg de
peso corporal) foi administrada, por via intravenosa, abaixo do n6 frouxo, préximo
as iliacas. Em seguida foi feita a estase apertando-se o n6 frouxo da veia renal
esquerda para a inducao da formacéo do trombo. Apos 20 minutos da inducdo do
trombo, fez-se a ligadura dos nds frouxos na veia cava (posi¢des cranial e caudal).
O trombo, formado no segmento de 1 cm ocluido, foi removido e lavado com
tampédo fosfato salina pH 7,5, seguido por citrato de sdédio 3,18 %. Depois de
lavado, o trombo foi mantido em estufa a 60 °C por aproximadamente 1 hora para

secagem e determinacéo posterior do peso seco (Figura 14).
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Figura 14: Procedimento do modelo de trombose venosa
profundainduzida por estase e hipercoagulabilidade.

Etapas de dissecacéo da veia cava em animal. Isolamento do segmento (A,
B) e inducdo da formacdo de trombo apdés a administracdo de 3 mg/kg
tromboplastina (C). Apés 20 minutos de estase o trombo é retirado (D,E) e seu
peso € mensurado (F) como descrito em Metodologia. (Fotos: Bruno Ruta e
Mariane Assafim).

3.2.13 Modelo de trombose arterial

A trombose na artéria carotida foi induzida utilizando um método modificado
de EITZMAN, 2003. Ratos (ambos os sexos, entre 200 e 250 g de peso corporal)

foram previamente anestesiados com xilazina (16 mg/kg, intramuscular) seguida
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por ketamina (100 mg/kg, intramuscular). A artéria carétida direita foi isolada
através de uma incisdo na linha mediana cervical, e uma sonda de fluxo ultra-
sbnico (modelo 0,5 VB; Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, E.U.A.) foi justaposta
em volta da artéria. LASSBio 752 foi administrado, por via oral, em diversos
intervalos de tempo, antes da indugéo da trombose. O corante Rosa de Bengala
(90 mg / kg de peso corporal; Fisher Scientific Co., Fair Lawn, NJ, E.U.A.) foi
injetado na veia cava inferior, imediatamente apds a aplicacdo do laser 1,5 mWw,
540 nm (Melles Griot Inc., Carlsbad, CA, E.U.A.)) na artéria carétida direita, de
uma distancia de 6 cm, o fluxo na artéria carotida foi monitorada até ocorrer a

oclusdo completa (Figura 15).

A

Figura 15: Modelo de trombose arterial

A artéria carotida foi isolada (A) e uma sonda de fluxo ultra-sénico (modelo 0,5 VB;
Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, E.U.A.) foi justaposta em volta da artéria (B).
Um laser 1,5 mW, 540 nm (Melles Griot Inc., Carlsbad, CA, E.U.A.) foi aplicado
alguns milimetros antes do local de aplicacédo da sonda.
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3.2.14 Ensaios de aPTT e PT ex vivo

Os ratos (200-250 g) foram anestesiados com xilazina e ketamina como
nos protocolos anteriores. O sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca, com citrato
3,8 %, nos tempos de 1, 2, 6, 15 e 24 horas ap0s a administracdo da amostra, por
via oral. Os tubos com as amostras foram centrifugados por 15 minutos a 3000
rpm para obtencéo de plasma pobre em plaguetas (PPP). No ensaio de aPTT, 50
ul de plasma foram incubados por 2 minutos com 50 pl de cefalina. A reacgao foi
disparada com 100 nul de CaCl, 0,025 M, em um volume final de 200 puL, a 37 °C.
No ensaio de PT, 50 pl de plasma foram incubados por 2 minutos a 37 °C. A
reacao foi disparada com 100 ul de tromboplastina calcica, em um volume final de
150 pL. Ambos os ensaios medem o tempo de coagulagdo do plasma em
segundos a 37 °C.

O tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e o tempo de
protrombina (PT) foram determinados em um coaguldbmetro Amelung KC4A

(Alemanha).

3.2.15 Modelo de hemorragia induzida

Neste modelo (HERBERT e col.,, 1996), os ratos (200-250 g) foram
anestesiados com xilazina e ketamina como no protocolo de trombose venosa
profunda. A administracdo dos compostos foi realizada por via oral nas
concentracdes e intervalos de tempo mostrados nas figuras. Apos a administragédo

dos compostos, nos intervalos de tempo determinados, a cauda do animal foi
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cortada a 3 mm da sua extremidade e inserida em uma proveta contendo 40 mL
de agua destilada. Ap6s a primeira hora do ensaio iniciado (corte da cauda), a
densidade optica (D.O.) foi medida por espectrofotometria a 540 nm (UV/Visible
Spectrophotometer Ultrospec 3000) a fim de se estimar o volume de sangue
perdido através da absorbancia da hemoglobina presente (Figura 16).

A B

Figura 16: Modelo de Hemorragia Induzido

A administracdo das amostras foi realizada por via oral. Ap6s 60 minutos, a
cauda cortada do animal foi inserida em uma proveta contendo 40 mL de agua
destilada (A, B) como descrito em materiais e métodos. (Fotos: Renato Fernandes

e Flavia Frattani)

3.3 Andlise estatistica

Foi utilizado o software SigmaPlot for Windows version 8.0 (Copyright©
1986-1995 Jandel Corporation). Os resultados foram expressos em média + SD e
sua analise estatistica foi obtida através da determinacdo da variancia, seguida do
teste de Bonferroni, com mudancas consideradas significativas, sendo p-valor

menor ou igual a 0,05.
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4.1 Agregacao plaquetaria em plaquetas de coelho

Foram sintetizados 10 compostos acilhidrazonicos que inicialmente foram
testados no ensaio de agregacdo plaquetaria, em plaquetas de coelho. Assim,
todos os compostos da série foram testados e os resultados estdo mostrados na
Tabela 3. Os compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743, LASSBIo
752 e LASSBIio 770 apresentaram resultados significativos quando trombina (2
nM) foi usada como agonista, tendo todos inibido a agregacdo plaquetaria em
mais de 70%. Os compostos LASSBio 694, LASSBio 744, LASSBIio 750, LASSBIo
751, LASSBIio 752, LASSBio 770, LASSBio 774 e LASSBio 480, também
obtiveram resultados significativos quando o agonista usado foi acido araquidénico
(100 pM). Somente os compostos LASSBio 770, LASSBio 774 e LASSBio 480
apresentaram bons resultados quando a agregacao foi induzida por colageno (5
pug/mL). Nenhum dos compostos da série obteve resultados relevantes quando a
agregacao plaquetaria foi induzida por ADP (5 uM).

Como nosso foco principal eram os compostos que obtivessem melhores
resultados e que fossem mais seletivos em relacdo a inibicdo da trombina,

somente os compostos LASSBio 693, LASSBIio 694, LASSBio 743 e LASSBIo

752 foram selecionados para dar prosseguimento aos estudos.
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Efeito dos compostos acilhidrazénicos sobre
plaguetas de coelho

Inibic&o (%)

Compostos Trombina AA Colageno ADP
(2 nM) (100uM) (5 pg/mL) (5 uM)
, 40 97 96 4
Indometacin
a
LASSBIo 693 95 0 0 0
LASSBIio 694 72,5 82 25 0
LASSBIo 743 80 0 0 0
LASSBIio 744 0 97 42 0
LASSBIo 750 0 80 11,5 0
LASSBIo 751 0 80 37,5 0
LASSBIo 752 100 80 25 0
LASSBIo 480 1,3 100 100 22
LASSBIo 770 81 100 100 36
LASSBIio 774 2 100 100 32

Tabela 4: Agregacdo plaquetaria, em plaquetas de coelho, induzida por:

trombina (2 nM), acido araquidénico (100 uM), colageno (5 ug/mL) e ADP (5 uM).

Os compostos foram testados na concentragédo de 150 uM.
Adaptado de LIMA e col., 2008.
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4.2 Agregacao plaquetaria em plaquetas de rato

4.2.1 Inducao por trombina

Nés testamos os compostos LASSBIio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e
LASSBio 752 em plaquetas de rato, de forma a avaliar seus efeitos em um
sistema préximo da condi¢cdo encontrada nos ensaios in vivo. A figura 17 mostra
os resultados obtidos nos ensaios de agregacéo plaquetaria usando trombina (10
nM) como agonista. Obtivemos 49,5 + 11,6 % de inibigdo na presenca de LASSBIio
693, 63,6 + 7,2 % na presenca de LASSBIio 694, 36,3 + 2,3 % na presenca de
LASSBio 743, 82,6 £ 15 % na presenca de LASSBIio 752, todos na concentracao

de 200 pM.

4.2.2 Inducao por ADP

Apesar de buscarmos compostos especificos para trombina, resolvemos
avaliar a atividade dos compostos na agregacéo plaquetaria induzida por ADP,
para observarmos se eles continuariam apresentando o mesmo perfil de inibicdo
observado em plaquetas de coelho, uma vez que, nenhum dos quatro compostos
foi capaz de inibir a agregacgéo induzida por este agonista. A figura 18 mostra os
resultados obtidos na agregacdo plaquetaria induzida por ADP. Obtivemos em
torno de 73.9 + 6,8 % de inibicdo na presenca de LASSBIo 693, 79,2 + 8,9 % de

inibicho na presenca de LASSBio 694, 63,5 £ 11,5 % de inibicdo na presenca
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de LASSBIo 743 e 80,1 + 12,9 % de inibicAo na presenca de LASSBio 752

porém, em concentracdes muito maiores de 600 uM.

120

I 50 M
B 100 pM
100 | = 200 pm

80

60

% Inibicdo

40

20

O .. = .. = .. = .. = .. =
Indomet L-693 L-694 L-743 L-752

Compostos

Figura 17: Agregacao plaquetaria induzida por trombina (10 nM)
em plaguetas de rato

Avaliagcdo dos compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBio
752 como inibidores da agregacdo. A indometacina foi usada como controle

positivo na mesma concentragdo dos compostos testados. n = 3 animais.
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Figura 18: Agregacao plaquetaria induzida por ADP (5 pM) em
plaquetas de rato

Avaliagcdo dos compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBio
752 como inibidores da agregacao. Indometacina foi usada como controle positivo

na mesma concentracdo dos compostos testados. n = 3 animais.

4.2.3 Inducao por TRAP-4A

Como obtivemos resultados bastante positivos em relagdo a atividade de
alguns compostos com relagcdo a trombina, tentamos avaliar se esses compostos

estariam interferindo diretamente na atividade da trombina ou atuando em nivel

67



dos seus receptores plaquetarios, ou ainda interferindo na resposta celular direta
ao estimulo desses receptores, entdo, nds utilizamos um agonista sintéticos do
receptor PAR-4: TRAP-4A (AYPGKF) (SOSLAU e col., 2001).

A figura 19 mostra os resultados obtidos nos ensaios de agregacao
plaquetaria usando TRAP-4A (0,25 mM) como agonista. Todos 0s compostos
inibiram a agregacdo plaquetéaria induzida pelo ativador de PAR-4. Obtivemos
entdo 76,5 +6,3,58,2+2,8,42,7+£9,1 e 53,2 + 11,4 % de inibicdo na presenca de
LASSBIio 693, 694, 743 e 752, respectivamente, todos na concentracdo de 200
WM. A tabela 5 resume os dados de ICsy obtidos através das curvas dose-resposta

de cada composto.

4.3 Atividade amidolitica da trombina

Uma atividade dos derivados acilhidrazonicos diretamente sobre a
trombina seria um dos possiveis mecanismos de acdo desses compostos. Desta
forma, a inibicdo da atividade catalitica da trombina pelos compostos foi avaliada
através de ensaio usando substrato cromogénico S-2238, um substrato que é
especifico para trombina. Os resultados obtidos com este ensaio sdo mostrados
na Figura 20. O composto LASSBio 693 mostrou uma grande atividade inibitéria
da atividade amidolitica da trombina, apresentando aproximadamente 90 a 100 %
de atividade nas concentragbes de 100 a 400 upM. Este resultado sugere
fortemente que somente este composto age diretamente sobre a trombina,

modulando de alguma forma a atividade do seu sitio catalitico, uma vez que o
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substrato S-2238, por ser pequeno, interage diretamente com 0 mesmo, sem
aparentemente apresentar interagdo com nenhuma outra regido da enzima. No

entanto, 0s demais compostos ndo apresentaram atividade inibitdria neste ensaio.
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Figura 19: Agregacao plagquetaria induzida por TRAP-4A
(AYPGKF) (0,25 mM) em plaquetas de rato
Avaliagcdo dos compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBio

752 como inibidores da agregacdo. A indometacina foi usada como controle

positivo na mesma concentragcdo dos compostos testados. n = 3 animais
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Valores de ICsq calculados para agregacao

plaquetaria (plaguetas de rato)

Compostos Trombina TRAP-4A ADP

Indometacina 139,7 uM ND (> 200 pM) 418,5 uM

L-693 184,7 pM 151,1 pM 394,8 uM
L-694 139 pM 158,8 uM 335,2 uM
L-743 ND (> 200 yM) ND (>200 uM)  497,0 uM
L-752 109,8 pM 171,6 M 362,7 uM

Tabela 5: A tabela os valores de ICsq calculados para indometacina e para 0s

compostos LASSBIio 693, LASSBIio 694, LASSBIio 743 e LASSBIio 752. Os valores

referem-se aos ensaios apresentados nas figuras 17, 18 e 19.

4.4 Ensaio de fibrinocoagulacao

Para que a trombina consiga clivar o fibrinogénio, formando fibrina, é
necessaria uma interagao inicial do fibrinogénio com o exositio | da enzima e uma
posterior clivagem através do sitio catalitico. Por isso, o passo seguinte foi utilizar
0 ensaio de fibrinocoagulacdo, onde avaliamos o0s efeitos dos compostos
acilhidrazénicos sobre a atividade catalitica e também uma possivel interacdo com
o exositio | da trombina. Os resultados obtidos na Figura 21 mostram a acao dos

compostos neste ensaio.
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Os compostos LASSBio 693, LASSBio 743, LASSBio 752 e a
indometacina ndo mostraram atividade significativa. No entanto, o composto
LASSBio 694 inibiu a clivagem do fibrinogénio em aproximadamente 28 + 0,2 % ,
na concentracdo de 200 yM e em 55 £ 0,3 % na concentracdo de 400 uM,
parecendo interferir diretamente com a trombina em concentra¢cées mais altas.
Uma vez que, esse composto ndo afetou o sitio catalitico da enzima (Figura 20), é
possivel que este efeito se deva a uma interferéncia na interacao do fibrinogénio

com o exositio | da trombina.
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Figura 20: Atividade catalitica da trombina medida através da
clivagem de S-2238.

Dilui¢cdes seriadas dos compostos foram feitas, a concentragdo mais alta usada foi
de 400 uyM e a mais baixa de 3,13 pM. A concentracido de trombina humana usada
foi de 2 nM e a de S-2238 foi de 200 pM. n = 3.
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Figura 21: Ensaio de fibrinocoagulacgao.

Dilui¢cdes seriadas dos compostos foram feitas, a concentragdo mais alta usada foi
de 400 uyM e a mais baixa de 12,5 pM. A concentracido de trombina humana usada
foi de 2 nM e a de fibrinogénio bovino foi de 2 mg/mL. As linhas vermelhas,
laranja, verde e azul estdo sobrepostas. n = 3.

4.5 Tempo de recalcificacao em plasma de rato

Além da atividade destes compostos nos ensaios de agregacao
plaguetaria e suas acdes diretas sobre a trombina, resolvemos avaliar uma
possivel atividade sobre outros fatores da coagulacdo, em plasma de rato. Para
isto, usamos plasma pobre em plaquetas (PPP), como mostrado na Figura 22. Os

resultados mostram que in vitro ndo ha nenhuma acéo inibitéria dos compostos
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sobre o plasma pobre em plaquetas (PPP), e consequentemente em relacdo aos

outros fatores de coaqulacdo sanquineos.
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Figura 22: Tempo de recalcificagcao realizado com plasma pobre

em plaquetas (PPP).

Todos os compostos foram usados proximos a concentracdo maxima usada no
ensaio de agregacdo plaquetéaria. No grupo controle foi adicionado o mesmo
volume de TBS no lugar dos compostos.

4.6 Tromboembolia pulmonar

4.6.1 Inducéao por colageno e norepinefrina
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Iniciamos nossos estudos in vivo utilizando o modelo de tromboembolia
pulmonar, em camundongos. O modelo onde a tromboembolia é induzida por
colageno (500 pg/mL) e norepinefrina (500 pg/mL) avalia principalmente a
atividade plaquetaria, uma vez que a injecdo de coldgeno mimetiza uma situagao
de injuria vascular, onde teriamos exposto o subendotélio que é rico em colageno.
Nestes casos, temos as plaquetas como primeiras células a se aderirem ao local
da lesdo, realizando a hemostasia primaria. Nesse modelo foram usados trés
grupos com dez camundongos cada um, para cada composto testado, inclusive
para 0 ensaio controle e para o composto usado como controle positivo

(indometacina).

Os compostos e a indometacina foram administrados, por via oral, na
concentragédo de 100 pmol/kg, uma hora antes da inducdo da tromboembolia pela

administracao intravenosa da suspensao contendo coldgeno e norepinefrina.

A Figura 23 mostra os resultados obtidos, onde podemos observar que todos
0S compostos mostraram protecdo neste modelo de trombose, sendo que o0s
compostos LASSBio 693, LASSBio 743 e LASSBio 752 foram os mais potentes,
aumentando significativamente a sobrevivéncia dos animais testados. Desta
forma, verificamos uma prote¢ao, na mortalidade, de 55 + 3, 80 + 9 e 50 + 10% na
presenca dos compostos LASSBio 693, LASSBio 743 e LASSBio 752
respectivamente, em relagédo a 30 + 5 % de sobrevivéncia obtida para o grupo
controle.

O composto LASSBIio 694 se mostrou o0 menos potente apresentando 38

+ 2,3 % de sobrevivéncia.
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Figura 23: Efeito dos compostos sobre a tromboembolia

pulmonar induzida por colageno e norepinefrina

Os compostos LASSBio 693, LASSBIio 694, LASSBio 743 e LASSBio 752 (100
pmol/kg) foram administrados por via oral 1 hora antes da indugdo do trombo por
injecdo i.v. com colageno (500 pg/mL) e norepinefrina (500 pg/mL). A
indometacina foi usada como controle positivo na mesma concentracdo dos
compostos testados. Cada barra representa a média + SD de 3 grupos com 10

animais cada um.* p < 0,05
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4.6.2 Inducao por trombina

Quando induzimos a tromboembolia pulmonar com trombina, além da
capacidade desta em ativar as plaquetas, existem suas outras funcdes que
incluem a ativagdo de outros fatores da coagulacdo, que serdo avaliadas. Desta
forma, neste ensaio a acdo dos compostos sobre a trombina e/ou sobre 0s seus

receptores seria mais bem avaliada que no ensaio anterior.

Continuando, entdo, a caracterizagdo Iin vivo desses compostos,
induzimos a tromboembolia pulmonar com trombina humana (2000 UI/Kg). Nesse
modelo foram usados trés grupos com cinco camundongos cada um, para cada
composto testado, inclusive para o ensaio controle e para o composto usado como

controle positivo.

Assim, como no ensaio anterior os compostos e a indometacina foram
administrados, por via oral, na concentragdo de 100 ymol/kg, uma hora antes da

inducdo da tromboembolia, pela administracdo intravenosa de trombina humana.

Na Figura 24 podemos observar os resultados obtidos no ensaio de
tromboembolia induzida por trombina. Sendo que, novamente 0sS compostos
LASSBIo 693, LASSBIio 743 e LASSBIio 752 foram 0s mais potentes, aumentando
significativamente a sobrevivéncia dos animais testados. Desta forma, verificamos
uma prote¢do, na mortalidade, de 50 £ 5, 80 = 6 e 80 + 1% com 0S compostos
LASSBIio 693, LASSBIio 743 e LASSBIo 752 respectivamente, em relagcdo a 20 + 2

% de sobrevivéncia obtida para o grupo controle.
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Figura 24: Efeito dos compostos sobre a Tromboembolia

pulmonar induzida por trombina

Os compostos LASSBio 693, LASSBio 694 e LASSBio 743 (100 pymol/kg) foram
administrados oralmente 1 hora antes da inducdo da trombose por injecéo i.v. com
trombina humana (2000 UI/Kg). Indometacina foi usada como controle positivo na
mesma concentracdo dos compostos. Cada ponto é uma média + SD de 3 grupos

com 5 animais cada um.* p < 0,05

O composto LASSBIio 694 se mostrou o menos potente apresentando 35

+ 11 % de sobrevivéncia dos animais tratados em relagcéo ao grupo nao tratado.
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De uma forma geral, os compostos testados apresentaram certo grau de
protecdo contra a mortalidade induzida nestes ensaios, podendo vir a serem Uteis

no tratamento de sintomas de doencas cardiovasculares.

4.7 Trombose venosa profunda

Avaliando os resultados obtidos nos modelos de tromboembolia pulmonar,
escolhemos os compostos LASSBio 693, LASSBio 743 e LASSBio 752 para
continuara a avaliagdo do potencial antitrombético dos derivados acilhidrazénicos.
Neste modelo avaliamos a formacdo de trombo sob dois aspectos principais: o
estado de hipercoagulabilidade, proporcionado pela administragdo de
tromboplastina calcica (3 mg/mL) que inicia a formacdo de trombos e a estase
sanguinea que facilita 0 encontro dos fatores de coagulacdo, também aumentando
a probabilidade de formacé&o de trombos. A Figura 25 mostra os resultados obtidos
pra estes compostos. Neste modelo o composto LASSBio 693 nao foi efetivo, ndo
sendo capaz de diminuir a formacao de trombo, j& o composto LASSBIio743 foi o
mais potente, diminuindo significativamente o tamanho do trombo, diminuigéo esta
de 75,7 £ 0,7 % e o LASSBIio 752 também foi capaz de diminuir o trombo em 37 *

0,2 % comparado ao trombo controle.
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Figura 25: Efeito dos derivados acilhidrazbnicos sobre a

trombose venosa profunda.

As doses 100 umol/kg dos compostos foram administradas oralmente 60 minutos
antes da inducdo de trombose por tromboplastina (3 mg/kg de peso corporal)
combinado com estase, como descrito em Material e Métodos. Cada barra

representa a média + SD de 5 animais. * p < 0,05

4.8 Avaliacao dos compostos no modelo de

hemorragia induzido (HI)

Os ensaios de risco hemorragico em modelos animais sé&o

fundamentais, pois a hemorragia € um efeito colateral que se destaca nas terapias
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antitrombdticas e tromboliticas. A analise em nosso trabalho do efeito hemorragico
dos derivados acilhidrazénicos foi baseado na perda de sangue pela cauda do
rato.

Através deste experimento, foi observado que o efeito hemorragico nao foi
importante para nenhum dos compostos testados (Figura 26), conferindo
aproximadamente 1,5 vezes um aumento de sangramento (D.O. 0,106 + 0,05)
para o composto LASSBIio 693, 1,7 vezes um aumento de sangramento (D.O. 0,12
+ 0,03) para o composto LASSBIio 743 e 1,2 vezes um aumento de sangramento
(D.O. 0,08 + 0,01) para o composto LASSBIio 752, quando comparado aos valores
do grupo controle (D.O. 0,07 +. 0,001), indicando que o efeito observado, nédo é
significativo (n = 8). Outras moléculas com atividade antitrombética apresentam
elevado sangramento pds administragdo, como a glicirrizina e farmacos usados na
clinica como a heparina que aumentam o sangramento em aproximadamente 5
vezes nas doses de 90 mg/ kg e 5,0 mg/kg, respectivamente (MENDES-SILVA e

col., 2003; ZANCAN e MOURAO, 2004)

4.9 Avaliacao do composto LASSBIo752 no modelo

de trombose venosa profunda

A partir dos resultados obtidos no modelo de trombose venosa profunda e
nos resultados obtidos in vitro para agregacao plaquetaria resolvemos avaliar mais

profundamente a atividade antitrombética do composto LASSBio 752. A Figura 27
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mostra o0s resultados obtidos neste modelo, os animais foram tratados oralmente

com concentragdes distintas do composto.
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Figura 26: Determinacao do risco hemorrégico.

Os animais foram tratados, por via oral, 60 minutos antes do corte transversal a 3
mm da parte distal do rabo do rato. A perda de sangue foi avaliada 0 a 60 minutos
apos, pela medida da quantidade de hemoglobina presente na solug¢do dos grupos
tratados e ndo tratados através de leitura 6tica a 540 nm, como descrito em
material e métodos. Cada barra representa a média + SD (n = 8) de 5 animais. * p
<0,05.

Podemos observar que a concentracdo de 50 uymol/Kg nao foi capaz de

inibir significativamente a formacao de trombo, e a concentragdo de 200 ymol/kg
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nao apresentou um efeito maior que a concentragdo de 100 ymol/kg também
mostrada na Figura 25.

Resolvemos a partir dos dados da figura 27 continuar trabalhando com a
concentragdo de 100 pmol/kg e avaliar a atividade antitrombdtica relacionada ao
intervalo de tempo entre a administracdo, por via oral, e a indugéo da trombose,

resultados estes mostrados na figura 28.
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Figura 27: Efeito LASSBIio 752 sobre a trombose venosa

profunda.

As doses de 50, 100, 200 ymol/kg do composto foram administradas oralmente 60
minutos antes da inducdo de trombose por tromboplastina (3 mg/kg de peso
corporal) combinado com estase, como descrito em Material e Métodos. Cada

barra representa a média + SD de 5 animais. * p < 0,05
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Figura 28: Curso temporal do efeito do LASSBio 752 sobre a

trombose venosa profunda.

A dose de 100 pymol/kg do composto foi administrada oralmente 1, 2, 6, 24 e 48
horas antes da inducdo de trombose por tromboplastina (3 mg/kg de peso
corporal) combinado com estase, como descrito em Material e Métodos. Cada

barra representa a média + SD de 5 animais. * p < 0,05

Os resultados da figura 28 nos mostram que a atividade antitrombadtica
do LASSBIio 752 apresentou melhor resultado 24 horas ap6s a administracédo oral,
diminuindo em 87,5 + 2,1 % o tamanho do trombo. Este efeito é perdido em 48

horas, quando a reducdo do trombo € de apenas 38,8 £ 0,9 %.
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Experimentos no modelo de trombose venosa profunda, com administragcdo do
composto por via intravenosa, cinco minutos antes da inducao da trombose, nas
concentragbes de 10, 50 e 100 ymol/kg foram realizados, porém sem mostrar

nenhuma atividade.

4.10 Avaliacdo do composto LASSBio 752 no

modelo de trombose arterial

Uma vez que, o composto LASSBio 752 apresentou um perfil inibitorio
significativo, quando avaliado no ensaio de agregacao plaquetaria, resolvemos dar
continuidade a avaliacdo da atividade antitrombdtica deste composto, realizando o
modelo de trombose arterial.

Assim como na Figura 28, avaliamos a atividade antitrombotica
relacionada ao intervalo de tempo entre a administragao, por via oral, e a indugéo
da trombose arterial. Os resultados sdo mostrados na Figura 29, e podemos
observar que a acdo antitrombotica do LASSBio 752 no modelo de trombose
arterial também é tempo dependente. Apos 1 hora da administracdo oral j& ha um
prolongamento no tempo de ocluséo total, que foi de 34 + 2,4 minutos, e entre 0s
intervalos de 6 e 15 horas de administracdo ndo houve oclusdo da artéria até o
tempo de 60 minutos (tempo maximo avaliado). A oclusdo comeca a ser
observada em 24 horas apds a administracdo, onde o tempo de ocluséo € de 23,8

+ 2,3 minutos, proximo ao tempo controle (17,6 + 2,0 minutos).
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A Figura 30 mostra a medida do fluxo sanguineo dos animais no
modelo de trombose arterial, onde cada linha representa um animal de cada grupo
testado (intervalo de administracéo). A partir da indugcéo da trombose observamos
o decaimento do fluxo arterial, marcado a cada cinco minutos, até a ocluséo total

da artéria ou até o tempo maximo de 60 minutos, tempo total do experimento.
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Figura 29: Efeito tempo dependente do LASSBio 752 sobre a
trombose arterial.

A dose de 100 umol/kg do composto foi administrada oralmente 1, 2, 6 e 24 horas
antes da inducdo de trombose pelo laser combinado com administracdo do
corante Rosa de Bengala, como descrito em Material e Métodos. Cada barra

representa a média + SD de 5 animais. * p < 0,05
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Figura 30: Medida do fluxo sanguineo apds administracdo do
LASSBio 752 no modelo de trombose arterial.

Cada linha representa um animal de cada grupo (intervalo de tempo), mostrando a
diminuicdo do fluxo sanguineo e também o tempo total de ocluséo arterial. Os
animais receberam por via oral 100 ymol/kg de LASSBio 752, nos intervalos
citados na legenda, antes da inducao da trombose.

4.11 Avaliacdo do composto LASSBio 752 no

modelo de hemorragia induzida (HI)

Assim como realizado na Figura 26, avaliamos o risco hemorragico do

composto LASSbio 752. A analise foi realizada sobre o curso temporal variando-se
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os tempos entre a administragdo do composto e a medida da perda de sangue
pela cauda do animal (1, 2, 6, 15, 24 e 48 horas).

Através deste experimento, foi observado que o efeito hemorragico néo foi
muito intenso para nenhum dos intervalos testados (Figura 31), conferindo
aproximadamente 1,16 vezes um aumento de sangramento (D.O. 0,106 + 0,02)
para o intervalo de 1 hora, 1,3 vezes um aumento de sangramento (D.O. 0,092 +
0,01) para o intervalo de 2 horas e 1,2 vezes um aumento de sangramento (D.O.
0,083 + 0,01) para o intervalo de 6 horas, 1,5 vezes um aumento de sangramento
(D.O. 0,106 + 0,02) para o intervalo de 15 horas, 1,7 vezes um aumento de
sangramento (D.O. 0,12 + 0,03) para o intervalo de 24 horas e 1,1 vezes um
aumento de sangramento (D.O. 0,08 + 0,02) para o intervalo de 48 horas, quando
comparado aos valores do grupo controle (D.O. 0,069 +. 0,01), indicando que o
efeito observado, nao é significativo (n = 8) e que tende a diminuir de acordo com

o tempo, de forma bem parecida com os modelos de trombose testados.

4.12 Ensaios de aPTT e PT ex vivo

Na tentativa de avaliar o perfil do composto LASSBio 752 nos ensaios de
coagulacdo, administramos o composto para 0S animais, por via oral, em
diferentes intervalos de tempo (1, 2, 6, 15 e 24 horas) antes da coleta sanguinea.

A tabela 6 mostra os resultados obtidos nestes ensaios. Podemos
observar que o composto LASSBio 752 prolongou o tempo de coagulagéo no

ensaio de tempo de protrombina (PT) em 37,7 % no intervalo de 1 hora e no
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ensaio de Tempo parcial de tromboplastina ativada (aPTT) em 41,2 %, 22,6 %,

49,9 % nos intervalos de 1, 2 e 15 horas, respectivamente.
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Figura 31: Determinacdo do risco hemorragico do composto
LASSBio 752.

Os animais foram tratados, por via oral, em diferentes intervalos de tempo antes

do corte transversal a 3 mm da parte distal do rabo do rato. A perda de sangue foi
avaliada de 0 a 60 minutos ap6s o corte, pela medida da quantidade de
hemoglobina presente na solucdo dos grupos tratados e néo tratados através de
leitura Otica a 540 nm, como descrito em material e métodos. Cada barra

representa a média + SD (n = 8).
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Estes resultados sugerem que este composto apresenta atividade
anticoagulante moderada quando administrado ex vivo, mostrando um perfil
diferente do que o apresentado no ensaio in vitro, onde ndo apresentou nenhuma

atividade.

aPTT e PT ex vivo do composto
LASSBio 752 (100 pmol/kg)

PT aPTT
Controle 25,8+ 1,7 30,1+1,9
1h 26,8+5,8 425+28 *
2 h 25,6 +1,8 369+39 %
6 h 36,6 +59 % 32,3+4,7
15 h 30,1+49 45,1 £12,0 %
24 h 226+ 1,7 27,1+1,8

Tabela 6: Os compostos foram administrados nos intervalos de tempo

determinados (1, 2, 6, 15 e 24 horas) antes das coletas sanguineas. * p < 0,05

4.13 Agregacao plaquetaria em plaquetas humanas

4.13.1 Inducéo por trombina

Os resultados obtidos até o momento indicam atividade dos compostos
sobre plagueta de ratos e no modelos in vivo utilizando ratos e camundongos. A

fim de avaliar se os compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e
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LASSBIio 752 apresentariam atividades semelhantes sobre plaquetas humanas, e
também a fim de apronfundar o conhecimento do mecanismo de agdo destas
substancias realizamos diferentes ensaios utilizando plaquetas humanas. A figura
32 mostra os resultados obtidos nos ensaios de agregacdo plaquetéria usando
trombina (10 nM) como agonista. Obtivemos 57 + 6 % de inibicdo na presenca de
LASSBio 693 (195 uM), 53,2 + 8 % na presenca de LASSBio 694 (195 uM), 37,3 +
4 % na presenca de LASSBio 743 (195 uM), 83,8 + 9 % na presenca de LASSBio

752 (195 uM).

4.13.2 Inducéo por colageno e ADP

Apesar de buscarmos compostos especificos para trombina,
precisavamos testar também outros agonistas para observamos e compararmos 0
comportamento dos compostos nos diferentes tipos de plaquetas. Realizamos
entdo os ensaios de agregacdo plaquetaria induzidos por outros dois agonistas:
colageno (1,6 pug/mL) e ADP (5 uM), com o objetivo de verificarmos se os
compostos poderiam estar interferindo na agregacdo plaquetaria por outros

mecanismos, diferentes da trombina.
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Figura 32: Efeitos dos compostos acilhidrazénicos sobre a

agregacao plaquetéria induzida por trombina (10 nM) em
plaquetas humanas
Avaliagcdo dos compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBio

752 como inibidores da agregacdo. A indometacina foi usada como controle
positivo na mesma concentragdo dos compostos testados.

A Figura 33 mostra os resultados obtidos na agregacdo plaquetaria
induzida por colageno. Obtivemos em torno de 90 + 7 % de inibicdo na presenca

de LASSBio 693 (195 pM), 100 % de inibicdo na presenca de LASSBio 694
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(195 uM), 1,7 £ 1 % de inibicdo na presenga de LASSBio 743 (195 uyM)e 5+ 2
% de inibicdo na presenca de LASSBio 752 (195 uM).

A Figura 34 mostra os resultados obtidos na agregacéo plaquetaria induzida
por ADP. Obtivemos em torno de 60 = 5 % de inibicdo na presenca de LASSBIio
693 (195 uyM), 53 + 2 % de inibicdo na presenca de LASSBio 694 (195 uM), 17
+ 5 % de inibicdo na presenca de LASSBIio 743 (195 uM) e 25 + 8 % de inibigao
na presenca de LASSBio 752 (195 uM).

Os dados obtidos apontam para uma inibicio mista do composto
LASSBIo 693 e mais especifica para a trombina dos inibidores LASSBio 743 e
LASSBIo 752.

A tabela 7 mostra os valores de ICsp calculados para a Indometacina e os
compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBIo 752, para 0s

indutores trombina, colageno e ADP.

4.13.3 Inducéo por TRAP-1 e TRAP-4A

Como obtivemos resultados positivos com alguns compostos em relacdo a
trombina, tentamos avaliar se esses compostos estariam se ligando diretamente a
trombina ou aos seus receptores plaquetéarios, ou ainda interferindo na resposta
celular direta ao estimulo desses receptores.

As plagquetas humanas também apresentam o receptor PAR-1 que nao esta
presente em plaquetas de ratos e camundongos (SOSLAU e col., 2001) entéo,

nos utilizamos dois agonistas sintéticos dos receptores PAR-1 e PAR-4: TRAP-1
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(SFLLRNP) e TRAP-4A (AYPGKEF), respectivamente (SOSLAU e col., 2001).

A Figura 35 mostra os resultados obtidos nos ensaios de agregacao
plaquetaria usando TRAP-1 (16,4 uM) como agonista. Obtivemos entdo 52 % de
inibicdo na presengca de LASSBio 693 (195 uM), 44,5 £+ 6 % de inibicdo na
presenga de LASSBio 694 (195 uM), 6 + 2 % de inibigdo na presenga de LASSBio

743 (195 uM) e 72,7 + 8% de inibigdo na presenca de LASSBio 752 (195 uM).
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Figura 33: Efeitos dos compostos acilhidraz6nicos sobre a

agregacao plaquetaria induzida por colageno (1,6 pg/mL) em

plaquetas humanas

Avaliagcdo dos compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBio
752 como inibidores da agregacao. Indometacina foi usada como controle positivo

na mesma concentragcdo dos compostos testados.
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Figura 34: Efeitos dos compostos acilhidraz6nicos sobre a

agregacao plaquetaria induzida por ADP (5 pM) em plaguetas
humanas
Avaliacdo dos compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBIo

752 como inibidores da agregacao. Indometacina foi usada como controle positivo

na mesma concentracdo dos compostos testados.

A Figura 36 mostra os resultados obtidos nos ensaios de agregacao
plaquetaria usando o TRAP-4A (0,25 mM) como agonista. Obtivemos 85,2 + 6 %
de inibicdo na presenca de LASSBio 693 (195 uM), 44,5 £ 2 % de inibigdo na
presenca de LASSBio 694 (195 pM), 2,5 + 1 % de inibicdo na presenga de
LASSBio 743 (195 uM) e 35,9 + 3 % de inibicdo na presengca de LASSBio 752

(195 uM).
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Valores de IC5; obtidos nos ensaios de
agregacao plaquetaria (humanas)

Compostos trombina coladgeno ADP
Indometacina > 195 uM <52.5 yM <52.5 yM
LASSBio 693 191 uM 70 uM 191 uM
LASSBio 694 172.5 uM <52.5 uM <52.5 uM
LASSBio 743 > 195 uM > 195 uM > 195 uM
LASSBi0 752 109.2 UM > 195 yM > 195 uM

Tabela 7: A tabela os valores de ICso calculados para indometacina e para o0s

compostos LASSBIio 693, LASSBIio 694, LASSBIio 743 e LASSBIo 752. Os valores
referem-se aos ensaios apresentados nas Figuras 32, 33 e 34.

A tabela 8 mostra os valores de ICsy calculados para a Indometacina e os
compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBIio 752, para 0s
indutores TRAP-1 e TRAP-4A.

A Figura 37 mostra uma visao geral do perfil antiplaquetario dos compostos
acilhidrazonicos. Nela estdo mostradas as porcentagens de inibicdo de todos os
compostos, inclusive a indometacina (usada como controle positivo), nas maiores
concentragbes usadas e com todos 0s agonistas testados, a fim de proporcionar
uma melhor visualizacdo e comparacao dos resultados obtidos com os ensaios de
agregacao plaquetaria.

Assim, podemos observar que o composto LASSBio 752 é o que
apresenta maior inibicdo da trombina e de PAR-1, enquanto que o LASSBIio 693

apesar de inibir preferencialmente PAR-4, inibe também efetivamente o colageno,
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jA o LASSBIio 694 inibe bem a agregacao induzida por colageno e parcialmente
dos outros indutores; interessantemente o LASSBio 743 inibe trombina

parcialmente e n&o inibe nenhum dos outros indutores.
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Figura 35: Efeitos dos compostos acilhidrazbnicos sobre a
agregacao plaquetéaria induzida por TRAP-1 (SFLLRNP) (16,4 uM)
em plaguetas humanas

Avaliagcdo dos compostos LASSBio 693, LASSBio 694, LASSBIio 743 e LASSBio
752 como inibidores da agregacdo. A indometacina foi usada como controle

positivo na mesma concentragdo dos compostos testados.
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4.14 Tempo de recalcificacdo em plasma humano

Além da atividade destes compostos nos ensaios de agregacao plaquetéria
e suas acdes diretas na trombina, resolvemos avaliar uma possivel atividade
sobre outros fatores da coagulacdo. Para isto, avaliamos o tempo de

recalcificacado usando plasma humano, pobre em plaquetas (PPP).
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Figura 36: Efeitos dos compostos acilhidrazbnicos sobre a

agregacao plaquetaria induzida por TRAP-4A (AYPGKF) (0,25 mM)

em plaguetas humanas
Avaliacdo dos compostos LASSBio 693, LASSBIio 694, LASSBio 743 e LASSBIo
752 como inibidores da agregacdo. A indometacina foi usada como controle

positivo na mesma concentragdo dos compostos testados.
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Valores de IC5; obtidos nos ensaios de
agregacao plaquetaria (humanas)

Compostos TRAP-1 TRAP-4A trombina
Indometacina >195 uM >195 uM > 195 uM
LASSBIio 693 184 uM 103 uM 191 uM
LASSBIio 694 192.5 uM 178 uM 172.5 uyM
LASSBIio 743 >195 yM >195 yM >195 yM
LASSBIio 752 131 uM >195 uM 109.2 yM

Tabela 8: A tabela apresenta os valores de ICso calculados para a indometacina e
para os compostos LASSBio 693, LASSBIio 694, LASSBIio 743 e LASSBIio 752. Os
valores referem-se aos ensaios apresentados nas figuras 35 e 36.

Os resultados mostrados na Figura 22 mostram a agdo dos compostos no
plasma pobre em plaquetas (PPP). Como podemos observar o composto LASSBIo
694 prolongou o tempo de coagulacdo do plasma em apenas 30 = 6,1 %. No
entanto, o composto LASSBIio 752 também prolongou o tempo de coagulacdo em
cerca de 23 + 0,5 %. Apesar do aumento estatisticamente significativo, do ponto
de vista farmacolégico nenhum dos compostos pode ser considerado
anticoagulante, jA que normalmente este tipo de droga leva a um prolongamento

mais intenso do tempo de coagulagédo em pelo menos 2,5 vezes.
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Figura 37: Resumo das agregacdes plaquetaria em plaquetas
humanas

Agregacdo plaquetaria induzida por trombina (10 pM), coldgeno (1,6
ug/mL), ADP (5 uM), TRAP-1 (SFLLRNP) (16,4 uM) e TRAP-4A (AYPGKF) (0,25
mM), usando os compostos LASSBio 693, LASSBIio 694, LASSBIio 743 e LASSBIo

752 e Indometacina, todos na concentracdo de 195 pM, como inibidores da

agregacao.

4.15 Mensuracao de calcio citoplasmatico

O aumento da concentracdo de célcio intracelular é de grande importancia

para os processos de adesdo e agregacdo plaquetaria e estd diretamente
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relacionado aos receptores plaquetarios, incluindo os receptores de trombina
PAR-1 e PAR-4. Com o intuito de avaliarmos uma possivel atuacdo dos derivados
acilhidrazénicos em mecanismos de sinalizacdo intracelulares plaquetérios,
quantificamos a variagdo da concentracdo deste ion na presenga dos compostos

frente aos indutores plaquetéarios: Trombina, TRAP-1 e TRAP4A.
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Figura 38: Tempo de recalcificacéo realizado com plasma humano

pobre em plaquetas (PPP).

Todos os compostos foram usados proximos a concentracdo maxima usada no
ensaio de agregacdo plaquetaria. No grupo controle foi adicionado o mesmo

volume de TBS no lugar dos compostos. * p < 0,05

100



Os dados da inducéo por trombina sdo mostrados na tabela 9. Podemos
observar que praticamente todos 0os compostos sdo capazes de inibir, em
diferentes intensidades, o influxo de calcio, inclusive a Indometacina, e que esta
inibicdo é de forma concentracdo dependente. O composto LASSBIio 693 seguido
pelo LASSBio 743 (200 uM) foram os que apresentam maior poténcia, inibindo

89,6 £4,0% e 77,3 £ 5,0 %, respectivamente, a mobilizacdo do calcio intracelular.

Os resultados da inducao pelo TRAP-1 estdo mostrados na Tabela 10. O
perfil de inibicdo para este agonista foi diferente do que o observado para trombina
(Tabela 9). Novamente, todos os compostos inclusive a Indometacina, foram
capazes de inibir, em diferentes intensidades, o influxo de calcio. O composto
LASSBIio 693 foi o mais potente, inibindo 71,9 + 8,6 % a mobilizacdo do calcio
intracelular, seguido pelo composto LASSBio 752 inibindo 71,7 + 4,3 % e pelo
composto LASSBio 743 inibindo 61,2 £ 5,8 %. O composto LASSBio 694 foi o

menos potente inibindo somente 44,8 £ 5,3 %. na concentragédo de 200 uM.

A Tabela 11 mostra os resultados da inducdo por TRAP-4A. Novamente o
composto que mais se destacou foi o LASSBio 693 inibindo 82,8 + 3,7 % a
mobilizagdo do calcio intracelular, seguido pelo composto LASSBio 743 inibindo
77,0 £ 5,2 %. Os compostos LASSBio 694 e LASSBIio 752 foram 0s menos ativos
inibindo somente 42,9 £ 7,7 % e 54,1 £ 5,5 % a mobiliza¢do do célcio intracelular,

para concentracido de 200 uM.
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4.16 InteragcOes com o receptor PAR-1

Na tentativa de avaliar uma possivel interagdo entre os compostos e 0

receptor PAR-1 presente na supercicie plaguetaria, realizamos o0 ensaio de

citometria de fluxo, marcando as plaquetas humanas com um anticorpo especifico

anti-PAR-1 humano.

Porcentagem de inibicao do influxo de calcio

intracelular induzido por trombina

Compostos 200 uM 100 uM 50 uM

Indometacina 63,3 %+ 11,9 43,7 %+6,9 34,6 %+ 4,7
L-693 89,6 % 4,0 63,5%+2,9 52,7%+ 3,6
L-694 67,8%+2,1 45,6 %+2,7 29,9%+ 3,2
L-743 77,3%5,0 51,7 %=0,1 36,9%+ 3,6
L-752 705%+23 52,1 %+4,7 33,3%z 11,5

Tabela 9: Porcentagem de inibicdo dos compostos acilhidrazénicos (em

diferentes concentracdes) na mobilizacdo de Ca*? citoplasmatico plaquetério,

induzido por Trombina humana (1 Ul/mL).

102



Todos 0s compostos, inclusive a Indometacina, foram incubados 1 minuto
antes da incubag&o com anticorpo anti-PAR-1 e os resultados s&o mostrados nas
Figuras 39 e 40. Obtivemos sucesso com a marcacao plaquetaria, como mostrado
na Figura 39 A, e observamos que somente o composto LASSBio 752 (200 pM) foi
capaz de interferir na marcacao do anticorpo especifico, em aproximadamente 25
%, (Figura 39 F e 40), sugerindo talvez uma possivel interacdo com o receptor

PAR-1 responsavel, pelo menos em parte, pela sua acéo antiplaquetéria.

Porcentagem de inibicao do influxo de calcio

intracelular induzido por TRAP-1

Compostos 200 uM 100 uM 50 uM

Indometacina 58,8%+ 8,9 32,6 %=+ 14,7 16,6 %+ 12.9
L-693 71,9%+8,6 51,2 %+5,3 36.1%=+ 3,8
L-694 44,8%+ 5,3 25,0%+11 21,5%+29
L-743 61,2%+5,8 29,9 %+5,3 13,8%+ 3,7
L-752 71,7%+4,3 51,1 %=+7,6 13,7 %=+ 10,8

Tabela 10: Porcentagem de inibicdo dos compostos acilhidrazonicos (em
diferentes concentracdes) na mobilizacdo de Ca*? citoplasmatico plaquetério,
induzido por TRAP-1 (16 uM).
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Porcentagem de inibicao do influxo de calcio

intracelular induzido por TRAP-4A

Compostos 200 1 100uM 50 uM

Indometacina 769%+4,1 54,3 %+2,9 40,6%32 53
-693 82,8%+3,7 6.3%+2,1 475%=+22
-694 429%=+7,7 42,0%+9,6 232%+4,4
L-743 77,0%+5,2 41,9 %+2,2 21,2%+6,4
L-752 54,1%+5,5 0,3%:5,0 20,9%z 7,4

Tabela 11: Porcentagem de inibicdo dos compostos acilhidrazonicos (em
diferentes concentracdes) na mobilizacdo de Ca*? citoplasmatico plaquetério,
induzido por TRAP-4A (0,5 mM).
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Figura 39: Avaliacao da interferéncia sobre a ligacdo de PAR-1
Experimento realizado por citometria de fluxo onde cada gréfico representa um n
de cada experimento. Em A, plaquetas controle ndo marcadas (linha pontilhada) e
marcacdo de PAR-1 (em cinza, para todos os graficos), B Indometacina (linha
preta), C LASSBIio 693 (linha preta), D LASSBio 694 (linha preta), E LASSBio 743
(linha preta) e em F LASSBIo 752 (linha preta).
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Figura 40: Interagcdes com o receptor PAR-1.
Os compostos foram incubados 1 minuto antes da incuba¢do com anticorpo anti-

PAR-1 humano. Cada ponto € uma média + SD de 3 experimentos. * p < 0,05
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Sumarizamos a seguir 0s resultados mais relevantes encontrados para cada um

dos compostos testados:

$ o
F o NN
-
N
LASSBio 693 |/ |4/°
W

e O composto LASSBio 693 inibiu a agregacdo plaquetaria induzida por
trombina em plaquetas de coelho, inibiu significativamente a agregacao
plaquetaria induzida por trombina, TRAP-4A, coldgeno e ADP, em plaquetas
humanas, e induzida por trombina e TRAP-4A, em plaquetas de rato, sugerindo,
duas vias de inibicdo, inibindo a via do receptor PAR-4 e talvez outra via comum

de sinalizacéo intracelular;

e Atua diretamente sobre a trombina, provavelmente modulando a atividade

do sitio catalitico da enzima;

e Apresenta atividade antitrombdtica significativa nos modelos de

tromboembolia pulmonar induzido por colageno e norepinefrina e por trombina;

e Inibe de forma bastante significativa a mobilizacdo de calcio intracelular

plaquetario, induzida pelos trés agonistas testados, trombina, TRAP-1 e TRAP-4A,
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e Nao foi capaz de competir com o anticorpo anti-PAR-1 pela ligacdo ao

receptor PAR-1 em plaguetas humanas.
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e O composto LASSBio 694 inibiu a agregacdo plaquetaria induzida por
trombina em plaquetas de coelho, porém em plaquetas de rato e humanas
apresentou um perfil muito parecido com a Indometacina (usada como controle

positivo);
e Ndo atua diretamente sobre a trombina;

e N&o apresenta atividade antitrombética significativa no modelo de

tromboembolia pulmonar;

e Nao foi capaz de interferir na ligagdo do anticorpo anti-PAR-1 na superficie

do receptor PAR-1 em plaquetas humanas;

e Inibe a mobilizacdo de célcio intracelular plaquetério, induzida pelos trés

agonistas testados, trombina, TRAP-1 e TRAP-4A.
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LASSBio 743

e O composto LASSBio 743 inibiu a agregacdo plaquetaria induzida por
trombina em plaquetas de coelho, inibiu agregacdo plaquetaria induzida por
trombina e TRAP-4A em plaquetas de rato e nao inibiu significativamente a
agregacao plaquetaria, em plaquetas humanas, induzida por todos os agonistas

testados;
e Nao atua diretamente sobre a trombina;

e Apresenta atividade antitrombética bastante significativa nos modelos de

tromboembolia pulmonar induzida por colageno e norepinefrina e trombina;

e Apresenta atividade antitrombética bastante significativa no modelo de

trombose venosa profunda.

e Nao foi capaz de interferir na ligagdo do anticorpo anti-PAR-1 com o

receptor PAR-1 na superficie de plaquetas humanas;

e Inibe de forma bastante significativa a mobilizacdo de calcio intracelular

plaquetario, induzida pelos trés agonistas testados, trombina, TRAP-1 e TRAP-4A.
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LASSBIio 752

e O composto LASSBio 752 inibiu a agregacdo plaquetaria induzida por
trombina em plaquetas de coelho e de rato e inibiu significativamente a agregacgao
plaquetaria induzida tanto por trombina como por TRAP-1 em plaquetas humanas,
parecendo interferir na via de sinalizacdo do receptor PAR-1, com uma possivel

acao direta sobre o receptor;
e Nao atua diretamente sobre a trombina;

e Apresenta atividade antitrombética bastante significativa nos modelos de

tromboembolia pulmonar induzida por colageno e norepinefrina e por trombina;

e Apresenta atividade antitrombética, tempo dependente, bastante

significativa no modelo de trombose venosa profunda;

e Apresenta atividade antitromboética, tempo dependente, bastante

significativa no modelo de trombose arterial;

e Foi capaz de competir com o anticorpo anti-PAR-1 pela ligacao ao receptor

PAR-1 em plaquetas humanas;

e Inibe de forma bastante significativa a mobilizacdo de calcio intracelular

plaquetario, induzida pelos trés agonistas testados, trombina, TRAP-1 e TRAP-4A.
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O estudo de inibidores naturais ou sintéticos do processo hemostatico
assim como a elucidacdo estrutural detalhada da especificidade enzimatica e da
estrutura de receptores plaquetarios é importantes fontes de informacgéo para a
determinacdo de novas drogas antitromboticas. Desta forma, devido a potencial
importancia em processos fisiopatoldgicos, atualmente existe um enorme
investimento das industrias farmacéuticas e de grupos de pesquisa para o0
desenvolvimento de inibidores sintéticos altamente especificos.

Nesta tese é descrita uma série de novos derivados acilhidrazénicos,
onde ap6s um estudo inicial, os mais promissores foram 0s compostos
LASSBIio 693, LASSBio 694, LASSBio 743 e LASSBIio 752, que atuam como
inibidores da agregacéo plaquetaria, influenciando, pelos dados obtidos até o
momento, na modulagdo do influxo intracelular de célcio plaquetario. Os
compostos LASSBio 693 e LASSBio 752 possivelmente atuam através da
inibicdo das vias dos receptores especificos para a trombina, denominados
PAR. A partir dos resultados obtidos € necessério verificar também a possivel
inibicdo da formacao de tromboxana A, que pode contribuir para 0 mecanismo
de acado destas drogas. Assim, os derivados acilhidrazonicos aqui estudados
teriam uma aplicacdo potencial no tratamento de sintomas de doencas

cardiovasculares (STIGES e col., 2000, MACKMAN, 2008).

Inimeros compostos derivados acilhidrazénicos tém sido descritos na
literatura como inibidores da agregacéo plaquetaria (REIS e col., 1999; CUNHA
e col.,, 2003). Os derivados acilhidrazonicos descritos neste trabalho foram

desenhados a partir dos protétipos argotrobano e sulfonato e planejados
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racionalmente como inibidores de trombina (BARREIRO e col., 2004, LIMA,

2008).

O efeito de baixas concentracdes de trombina, na ordem de 0,5 nM, em
plaquetas, in vitro, é bem estabelecido e parece ser mediado principalmente por
um receptor de alta afinidade na superficie destas células, denominado PAR-1
(KAHN e col., 1998, COUGHLIN, 1998). Estudos também indicam que a clivagem
de PAR-1 ocorre em concentragdes fisiologicas de trombina, sendo esta acéo de
grande importancia para regides de fluxo sanguineo rapido. Também é relatada a
ocorréncia de um receptor de baixa afinidade denominado PAR-4. A clivagem
deste receptor requer concentracdes mais altas de trombina, na ordem de 30 nM e
seu papel fisiolégico ainda é incerto (KAHN e col., 1997).

Os receptores do tipo PAR sdo expressos em varios tipos celulares,
estando, portanto, envolvidos também em processos distintos do sistema de
coagulacdo. Esses receptores estdo também presentes em sistemas como trato
gastrointestinal, sistema nervoso, além de estarem presentes na pele e nas vias
aéreas, entre outros. Estdo também envolvidos em doengas inflamatérias e
presentes em células tumorais (OSSOVSKAYA e BUNNETT, 2004, SOSLAU e
col., 2008).

As plaquetas humanas expressam PAR-1 e PAR-4, enquanto as plaquetas
de rato expressam PAR-3 e PAR-4. Em plaquetas de rato o receptor PAR-3 serve
como um co-receptor para PAR-4, a trombina se liga em PAR-3 e cliva o receptor
PAR-4 na regidao N-terminal (KAHN e col., 1998 e MAO, 2008). Os ensaios de

agregacao plaquetaria demonstraram que o composto LASSBio 693 inibiu
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efetivamente a agregacdo plaquetéria induzida por Trombina, em plaguetas de

coelho, rato (ICso = 184,7 uM) e humanas (ICso = 191 uM) e por TRAP-4A tanto

em plaquetas de rato (ICsp = 151,1 uM) quanto em plaquetas humanas (ICso = 103

puM), de forma parecida a um inibidor ja descrito na literatura, o YD-3, que foi
capaz de inibir a agregacdo plaquetaria induzida por TRAP-4A, em plaquetas de
coelho (ICso = 28,3 pM) e plaquetas humanas (ICso = 0,13 pM), sem mostrar muito
efeito na agregacao plaquetaria induzida por acido araquidénico, colageno, PAF
ou U46619 (WU, 2000, 2002).

Por outro lado, este composto também inibiu a agregacdo plaquetéria
induzida por coldgeno (ICsp = 70 uM) e ADP (ICso = 191 uM) em plaquetas
humanas, embora demonstrando um perfil distinto daquele apresentado pela
Indometacina e nado foi capaz de inibir de forma efetiva a agregacao induzida por
ADP (ICsp = 394,8 uM) em plaquetas de rato. Desta forma, os resultados obtidos
sugerem que o composto LASSBIio 693 apresenta dois mecanismos de inibicdo da
agregacdao plaguetaria em plaguetas humanas: um possivelmente inibindo a via do
receptor PAR-4 e outro provavelmente inibindo uma via comum a todos o0s
receptores, como por exemplo a formacdo de tromboxana A;, mas ndo em
plaguetas de rato, porém ambas as hipoteses necessitam ainda de comprovacao
experimental. Outra caracteristica importante observada para este composto foi
seu efeito inibitdrio na mobilizac&o intracelular de célcio. Ele foi capaz de inibir, na
concentragdo de 200 uM, 89,6 £ 4,0 % da mobilizagdo durante a indugéo por

trombina, 71,9 + 8,6 % durante a inducédo por TRAP-1 e 82,8 + 3,7 % durante a
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inducdo por TRAP-4. Sendo o composto que obteve a maior porcentagem de
inibicdo com os trés agonistas testados.
Lactans biciclicos sao inibidores de trombina ja bem descritos na literatura,
e sdo conhecidos por sua ac¢do inibitoria rapida, apresentando Ki < 10 nM e por
serem bastante seletivos, ndo sendo capazes de inibir outras proteases de
coagulacao (LEBLOND e col., 2000). Aléem desta classe, outros tipos de inibidores,
também seletivos para a enzima, sdo bem conhecidos como ximelagatran,
lepirudina e dabigatran (WONG, e col.,, 2007 e MACKMAN, 2008). No entanto,
avaliando a possivel acgéo inibitéria direta sobre a trombina, observamos que
somente 0 composto LASSBio 693 mostrou algum efeito inibitério sobre a
atividade amidolitica da trombina, evidenciado pelo ensaio utilizando substrato
cromogénico (S-2238), Esta observacdo sugere fortemente que o0 composto
LASSBIio 693 poderia modular diretamente o sitio catalitico da trombina, uma vez
gue o substrato S-2238, de baixo peso molecular, interage diretamente com o seu
sitio ativo, sem apresentar interacdo com nenhuma outra regido da enzima.
Curiosamente 0 mesmo composto ndo foi capaz de inibir a fibrinocoagulacéo,
sugerindo que a interacdo do fibrinogénio a sitios distintos do sitio catalitico pode
dificultar a inibicdo por este composto. Por outro lado, nenhum dos compostos
induziu o prolongamento do tempo de coagulagédo, o que indica que eles n&o
possuem acgéo anticoagulante, uma atividade esperada para inibidores diretos de
trombina como ximelagatran e argatroban (NILSSON e col.,, 1998 e HO e
BRIGHTON, 2006).
O mecanismo de acdo mais aceito para os efeitos antitrombdticos

observados para a aspirina é a inativagdo irreversivel da atividade da enzima
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ciclooxigenase, tipo-1: COX-1 e tipo-2: COX-2, levando a inibicdo da sintese de
tromboxana A, em plaquetas. A indometacina age de forma semelhante a aspirina
inibindo a enzima COX (PATRONO e col.,, 2001, OFFERMANNS, 2007). O
composto LASSBIo 694 apresentou um perfil de inibicdo da agregacgéo plaquetéria
bastante similar a indometacina, uma vez que este composto apresentou
porcentagens de inibicdo bem parecidas em todos os ensaios de agregacéo
plaquetaria realizados. Desta forma, ndo descartamos a possibilidade de que o
composto LASSBio 694 também possa inibir a formacdo de tromboxana A,
possivelmente por inibicdo da enzima COX, sendo necessario uma analise mais
criteriosa sobre a atividade do composto diretamente sobre esta enzima.
Consideraveis evidéncias suportam um papel relevante para o complexo
GPIb/VIIX, presente na superficie das plaquetas, na ativagdo plaquetaria induzida
por trombina (DE CANDIA e DE CRISTOFARO, 2003; YOSHIOKA e col., 2004).
De fato, a adesdo plaquetaria ao vaso lesado, via GPIb/V/IX desencadeia a
formacéo de trombos. Isto tem sido evidenciado por experimentos in vitro que
indicam que a interagdo GPIb/V/IX-VWF € crucial na fase inicial de formacdo dos
trombos. Embora o composto LASSBio 743 tenha sido capaz de inibir
moderadamente a agregacdo plaquetaria induzida por trombina, em plaquetas
humanas (ICsp > 195 pM), este ndo mostrou inibicdo significativa quando a
agregacao foi induzida pelos agonistas diretos dos receptores PAR, coldgeno ou
ADP. Uma hipoétese para estas observacdes seria a de que o composto LASSBIo
743 estivesse se ligando a um outro receptor de trombina na superficie da
plaqueta, possivelmente o receptor GPIb. Esta hipotese é reforcada por ensaios

gue demonstraram que este composto nado interfere com a atividade enzimatica da
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trombina, porém existem aindas outras hipoteses possiveis para a atividade do
composto LASSBio 743, como uma possivel acdo no endotélio vascular,
modificando suas caracteristicas pro-trombéticas ou ainda uma possivel
metabolizacdo, levando a formag¢do de um metabdlito mais ativo. Em plaquetas de
rato a inibicdo da agregacdo induzida por trombina e TRAP-4A também foi
moderada, mas observamos um perfil diferente em relacdo a atividade direcionada
para o receptor PAR-4, ja que em plaquetas humanas ndo houve nenhuma
inibicao.

O composto LASSBIo 752, inibiu significativamente a agregacao plaquetaria
induzida por trombina (ICso = 109,8 uM) em plaquetas de rato e por trombina (ICsp
=109,2 uyM), TRAP-1 (ICso = 131 pM), em plaquetas humanas, mas ndo mostrou
inibicdo significativa quando a agregacdo foi induzida por colageno e ADP,
sugerindo que a interferéncia mais efetiva deste composto seria sobre o receptor
PAR-1, ou sua via de ativagdo. O antagonismo do receptor PAR-1 é de grande
importancia para o controle da atividade plaquetéaria e, por conseguinte, uma série
de antagonistas ja foram desenvolvidos, incluindo antagonistas peptideo
miméticos e ndo miméticos. Entre os antagonistas peptidico miméticos podemos
citar RWJ-53052 que inibe a agregacdo plaquetaria induzida por SFLLRN-NH2
(ICs0 = 0,27 yM) e induzida por trombina (ICso = 2,32 uM), em plaquetas humanas,
e RWJ-56110 que inibe a agregacao plaquetéria induzida por SFLLRN-NH2 (ICso
= 0,16 puM) e induzida por trombina (ICso = 0,34 pM), também em plaquetas
humanas (ANDRADE-GORDON e col.,, 1999). Outro antagonista peptidico
mimético é o BMS-200261, que inibe a agregacdo plaquetéria induzida por

SFLLRN-NH2 (IC50 = 0,0075 pM) e induzida por trombina (ICsp = 25 pM), também
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em plaquetas humanas (BERNATOWICZ e col., 1996).

SCH-79797 é um antagonista ndo mimético do receptor PAR-1, que inibe a
agregacao plaquetaria induzida por trombina (ICso = 3 uyM), e induzida por TRAP
(PAR-1) (ICso = 300 nM) também em plaquetas humanas (ANH e col., 2000).

Uma caracteristica importante para um composto inibidor de PAR, seria
Ssua atuacédo direta sobre o receptor PAR-1 ou em sua via de sinalizagao.
Avaliando o papel direto do composto LASSBio 752 sobre este receptor,
observamos que o composto, quando incubado antes da adicdo do anticorpo anti-
PAR1 consegue inibir em aproximadamente 25 % a ligacdo do anticorpo nos
receptores. Este dado sugere uma acdo direta sobre o receptor, mesmo esta
interferéncia ndo sendo em grandes porpor¢des, pois ndo sabemos ao certo em
gual ou quais posi¢des o composto pode se ligar ao receptor.

Outro dado importante foi sua capacidade inibitéria sobre a mobilizagdo de
calcio intracelular, sendo capaz de inibir, na concentracdo de 200 uM, 70,5 £ 2,3
% da mobilizagao durante a indugdo por trombina e 71,7 + 4,3 % durante a
inducdo por TRAP-1. Sua atividade foi menos evidénciada na indugéo por TRAP-
4, inibindo apenas 54,1 + 5,5 %. Este resultado ndo descarta a hipétese anterior,
de que o composto LASSBIio 752 pode se ligar direto ao receptor, uma vez que a
inibicdo direta do receptor consequentemente ocasionar4d uma diminuicdo no
influxo intracelular de caélcio.

A trombose é uma das maiores causas de morbidade e mortalidade no
mundo ocidental (GRESELE e AGNELLI, 2002, SACHS e NIESWANDT, 2007). A
trombose arterial é geralmente iniciada por ruptura mecéanica ou espontanea de

placas ateroscleréticas, um processo que expde material trombogénico no
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arcabouco rico em lipideos da placa de ateroma no sangue. O trombo arterial, que
é formado em condi¢des de fluxo rapido, € composto por plaguetas agregadas
junto a rede de fibrina. A patogénese da trombose venosa e do tromboembolismo
venoso (TEV) é multifatorial, envolvendo frequentemente fatores de risco
adquiridos ou ambientais, assim como uma predisposicdo genética. O trombo
venoso consiste principalmente de fibrina e células vermelhas. A trombose venosa
se desenvolve em condi¢cbes de fluxo lento, e geralmente se origina em veias
profundas de membros inferiores. Acredita-se que a coagulacdo nesses sitios €
iniciada principalmente por trauma vascular e € aumentada por estase venosa
(WEITZ e HIRSH, 2001).

As drogas atuais para a prevencao e o tratamento da tromboembolia
venosa (VTE) incluem a heparina, heparinas de baixo peso molecular e warfarina.
Uma vez que esses compostos possuem diversas desvantagens, como por
exemplo, sangramentos e trombocitopenia, inUmeros trabalhos estdo sendo
realizados na busca de melhores drogas anticoagulantes. Neste contexto, as
drogas mais promissoras incluem a proteina TFPI, os inibidores do fator 1X, os
inibidores do Xa e inibidores seletivos da trombina (heparina oral, ximelagatran)

(PRANDONI e col., 2001; 2003; CHANG, 2004, MACKMAN, 2008).

Diversos estudos em modelos de trombose induzida em animais tém
enfatizado a importancia da presenca de plaquetas e de trombina na
trombogénese (VAN-ZYL e col., 2000; SACHS e NIESWANDT, 2007). Um grande
namero de modelos experimentais foi estabelecido para permitir a observacao in

vivo da formagdo de trombos, principalmente modelos utlizando ratos e

119



camundongos como animais de experimentacdo. O primeiro modelo testado foi 0
de tromboembolia pulmonar, em camundongos. O modelo induzido por colageno e
norepinefrina avalia um efeito mais focado para as plaquetas, uma vez que, a
presenca de coladgeno no sangue mimetiza um processo de injuria vascular, onde
seria exposto o subendotélio, que € rico nesta proteina, e nestes casos teriamos
as plaquetas como primeiras células a se aderirem no local da leséo, iniciando a
hemostasia primaria (NIESWANDT e WATSON, 2003, MACKMAN, 2008). No
entanto, quando a inducdo da tromboembolia pulmonar é feita por trombina, além
da capacidade da enzima em ativar plaquetas, contamos com suas outras funcdes
fisiologicas, que inclui a ativacdo de outros fatores plasméticos da coagulacao, e
esta ativacdo culminara em uma maior geracdo de trombina. Portanto, além da
participacdo plaquetaria inicial, observamos também uma grande participacéo da
cascata de coagulagdo logo no inicio da formacao dos trombos, e principalmente
da acdo destes compostos na propria trombina (MOMI e col., 2001). No modelo de
trombose venosa profunda trabalhamos com dois fatores cruciais para a formagéao
de trombo: a hipercoagulabilidade, quando administramos tromboplastina calcica,
e a estase sanguinea, que devido ao fechamento dos seguimentos vasculares,
para a circulagdo sanguinea local, aumenta a probabilidade do encontro e
ativacao dos fatores de coagulagao.

O composto LASSBio 693 mostrou um grande potencial antitrombético
guando a tromboembolia pulmonar foi induzida por colageno e norepinefrina ou
por trombina, aumentando consideravelmente a porcentagem de sobrevivéncia
dos animais tratados que foi em torno de 60-70 % em relagdo ao grupo nao

tratado que foi de 20-30 %. J& no modelo de trombose venosa este composto ndo
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apresentou efeito significativo. Este composto mostrou um efeito inibitério mais
significativo em relacdo ao ensaio de agregacao plaquetaria via receptor PAR-4,
em plaquetas humanas e de rato. Corroborando com esta atividade, este
composto se mostrou mais eficaz no modelo de tromboembolia pulmonar induzido
por colageno, que possui uma grande participacdo das plaquetas na fase inicial da
formacdo do trombo, e induzido por trombina, que ja possui uma maior
participacdo da cascata de coagulagdo. Ja no modelo de trombose venosa,
induzido por tromboplastina, que também tem uma grande participacdo dos

fatores de coagulagéo, nenhum efeito foi verificado.

O composto LASSBIio 743 apresentou um potencial antitrombético muito
grande, aumentando significativamente a porcentagem de sobrevivéncia dos
animais que foi em torno de 80 % em relacdo aos grupos controles nos dois
ensaios de tromboembolia pulmonar realizados. Ele também apresentou um efeito
bastante significativo no modelo de trombose venosa, inibindo em 75,7 + 0,7 % a
formacé&o de trombo, comparado ao grupo controle (11,0 g) O mecanismo de agao
deste composto, nestes modelos, ainda ndo estd bem esclarecido, pois sua agado
antitrombdtica ndo é bem explicada através dos resultados obtidos nos ensaios
plaquetarios, de coagulacdo ou avaliando seu efeito direto sobre a trombina.
Devido ao grande potencial antitrombético demosnstrado, este composto requer a
continuidade da investigacéo da sua atividade antitrombdtica e ainda a busca pelo

esclarecimento do seu mecanismo de acao.

O composto LASSBIio 752 foi o mais estudado quanto ao seu potencial

antitrombético. Ele aumentou a porcentagem de sobrevivéncia dos animais
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tratados, que foi de 50 % em relagcdo ao grupo nao tratado 20-30 % no modelo de
tromboembolia pulmonar induzido por colageno, e mostrou uma maior atividade
guando o ensaio foi induzido por trombina. Estes resultados corroboram, entéo,
com os resultados mostrados nos ensaios de agregacdo plaquetaria, onde este
composto mostrou uma maior atividade inibitéria quando testado para agregacao
induzida por trombina e TRAP-1, em plaquetas humanas e induzido por trombina
em plaquetas de rato e também com os observados nos ensaios de coagulacédo
sanguinea ex vivo. De uma forma geral, os resultados aqui mostrados apontam
para uma protecdo importante contra a mortalidade induzida nos modelos de
tromboembolia pulmonar. Observamos uma atividade também bastante
significativa no modelo de trombose venosa profunda, mostrando um efeito tempo
dependente na concentragdo de 100 pmol/kg, o que provavelmente pode ter
ocorrido devido a boa absorcdo intestinal dos compostos, aumentando sua
biodisponibilidade, uma vez que o efeito aumenta de forma diretamente
proporcional ao aumento do intervalo de tempo entre a administragéo e a indugéo
da trombose. O mesmo podemos observar para o0 modelo de trombose arterial,
onde o composto apresentou 0 mesmo perfil ininibitério, mostrando que sua agéo

esta relacionada tanto a formacao do trombo venoso quanto ao arterial.

A avaliacdo da atividade destes compostos nos ensaios in vivo, foi de
grande importancia, uma vez que, levou a confeccdo de uma patente e também
por apresentarem grande possibilidade de se tornarem candadatos a farmacos.

Naturalmente, ainda sdo necessarios estudos adicionais, para determinacdo de

122



toxicidade, biodisponibilidade, farmacocinética e farmacodinamica, para que algum

desses compostos possa ser utilizado em ensaios clinicos.
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e Os compostos (LASSBio 693, 743 e 752) da série de derivados
acilhidrazbnicos apresentaram acéo antiplaquetaria especifica para trombina, com
excecdo do composto LASSBio 694. Interferindo com a mobilizacdo de célcio

intracelular.

e Os compostos ndo apresentam atividade anticoagulante, comprovado

pela auséncia de efeito nos ensaios de coagulacao in vitro e ex vivo.

e No modelo de tromboembolia pulmonar, todos os compostos mostraram
atividade antitrombotica, apresentando potenciais diferentes. Os mais potentes

foram os compostos LASSBIio 752 e LASSbio 743.

e O composto LASSBio 752 mostrou atividade antitromboética bastante
significativa nos modelos de trombose venosa e arterial. Seu efeito foi tempo-
dependente, aumentando progressivamente até o intervalo de 24 horas, sem, no

entanto, apresentar efeito hemorragico.

e O composto LASSBio 743 merece uma melhor investigacdo do potencial

antitrombotico.

e Estes resultados indicam que os compostos LASSBio 752 e LASSBIo

743 podem ser potenciais candidatos para o tratamento de trombose.
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Abstract

In this work, we describe a new class of promising anti-platelet drug candidates with significant antithrombotic activity in vivo. This new
series of compounds was structurally planned by modification of known thrombin inhibitors based on the use of acylhydrazone subunit, as a non-
peptide scaffold, and variations at P1 moiety. Three different families of arylsulfonate—acylhydrazone derivatives were designed. The bioassays
indicated the first class of derivatives represented by 4f (LASSBi0-693) and 4j (LASSBio-743), which were active in inhibiting the platelet ag-
gregation induced by thrombin. The second class represented by compounds 4e (LASSBio-774) and 4h (LASSBi0-480) that selectively inhibit
the platelet aggregation involving TXA, formation. Finally, the third class of derivatives was identified acting as a novel symbiotic agent able to
inhibit the platelet aggregation induced by collagen or AA and by thrombin, represented by compounds 4b (LASSBio-694) and 4g (LASSBio-

770).
© 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Anti-platelet activity; N-Acylhydrazone (NAH); Thrombin

1. Introduction

Thromboembolic disorders are the major cause of morbid-
ity and mortality in Western societies. Clinical regulation of
thrombosis involves the anti-platelet therapy (e.g. acetylsali-
cylic acid), thrombolytic agents (e.g. streptokinase), and drugs
that affect the activity and generation of thrombin (e.g. hepa-
rin, argatroban) [1-3].

Thrombin is a multifunctional serine protease that plays
a central role in thrombosis and hemostasis, not only by
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Corresponding author. Tel./fax: +55 21 25626644.
E-mail addresses: lidia@pharma.ufrj.br (L.M. Lima), ejbarreiro@
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0223-5234/$ - see front matter © 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

doi:10.1016/j.ejmech.2007.03.032

enzymatic activation of coagulation factors, but also by direct
stimulation of several cell types such as platelets [4,5].
Platelets are also involved in the thrombotic pathologies.
They play a major role in vascular occlusive diseases such
as angina, myocardial infarction, and stroke, as a consequence
of their inappropriate and sustained activation, being thus con-
sidered also important targets for antithrombotic drugs [6]. In-
hibitors of thrombin have long been recognized as potential
therapeutic agents for the treatment of a variety of thrombotic
disorders [7]. In fact, intravenous (e.g. argatroban) and oral
(e.g. ximelagatran) chiral thrombin inhibitors have shown
promising results in human clinical trials [7.8]. It was often
observed that thrombin inhibitors with strongly basic P1 moi-
eties have low selectivity against other serine proteases and
poor oral bioavailability. Therefore, derivatives bearing P1 el-
ements with modulated basicity (between pKa 6.5 and 9.0)
may be considered more promising lead-compounds [9].
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In this paper, we report the design, synthesis and anti-plate-
let activity of novel arylsulfonate—acylhydrazone derivatives
(4a—j). These compounds were planned by applying molecu-
lar hybridization strategy on classical thrombin inhibitors (1)
[11] and on anti-platelet N-acylhydrazone (NAH) compound
(2) [12], elected as prototypes (Scheme 1). The main structural
features of the new arylsulfonate—acylhydrazone derivatives
(4a—j) were based on classic isosteric replacement [20] of
chlorine atom, of the structure of anti-thrombin prototype
(1), by methyl group and the introduction of the NAH moiety
instead of the alkyl—alkyloxy subunit present in 1. Otherwise,
considering the aza—vinylogue relationship of NAH group
with the amide present in the structures of ximelagatran (3),
it seems reasonable to introduce the NAH moiety as a spacer
between the subunits arylsulfonate (A) and N-hydroxy benza-
midine (B) (Scheme 1). Finally, variations at terminal basic
N-hydroxy-benzamidine subunit B by groups like aniline
and pyridine were done in order to obtain compounds bearing
P1 moiety with modulated basicity. Otherwise, the chemical
nature of the subunit B can also be modified aiming to
investigate the contribution of neutral and acid groups in the
activity of this new series of compounds, designed as antith-
rombotic candidates.

2. Chemistry and biological activity testing

The target derivatives (4a—j) were synthesized as depicted
in Scheme 2. In the synthetic approach compound 2-methyl-
4,5-methylenedioxy-phenyl-sulfonyl chloride (8) was identi-
fied as the key precursor. This compound can be obtained by

basic P1 moiety

alkyl-alkyloxy
spacer

regioselective aromatic electrophilic substitution at the C-6
position of 3.4-methylenedioxytoluene (6), which was ob-
tained in ca. 50% overall yield from natural safrole (5), an
abundant natural product [12,13]. As previously described
[10], simple distillation of sassafras oil generates 5 in 85%
yield. Basic catalyzed isomerization of the double bond fol-
lowed by oxidative cleavage and Wolff—Kishner reduction
gave 6 in appropriated yield. The arylsulfonyl chloride deriv-
ative (8) was next prepared in two steps from 6, applying an
efficient and mild sulfonation of 1,3-benzodioxole derivative
6 followed by the treatment of the potassium salt (7) with thi-
onyl chloride, catalyzed by the Vilsmeyer—Haack complex, to
afford derivative 8 in 74% yield [13].

With an attractive method for access to the key intermediate
(8), we next performed the condensation of this compound
with phenols (e.g. 3-hydroxybenzaldehyde, 4-hydroxybenzal-
dehyde and 2-hydroxybenzaldehyde) in chloroform at room
temperature, in the presence of triethylamine, to afford the cor-
responding arylsulfonate—aldehyde derivatives 9a—c in 81—
98% yield. The synthesis of NAH-derivatives (4b—f, 4i, 4j)
was carried out by exploring successive classical functional
groups interconversions on compounds 9a—c. Thus, the treat-
ment of 9a—c¢ with sodium cyanide and manganese oxide in
methanol at room temperature [ 14] furnished the ester interme-
diates (10a—c) in 60—97% yield. The hydrazinolysis of the
methyl esters (10a—c) furnished the corresponding hydrazide
derivatives (11a—c) in 75—81% yield. Condensation of 11a—
¢ with the appropriate aromatic aldehydes yielded the new se-
ries of sulfonate—acylhydrazone derivatives (4b—f, 4i, 4j) in
excellent yield. Analysis of the "H NMR spectra of the new

NAH-moiety

CHj
. . A+C+B
anti- thrombin prototype (1) mofecular Isosteric
Hybridization § Replacement

NAH-moiety
<O O spacer NH,
o N B
H
H
Congenere series
CHj;
replaced by |O o] 0]
2\/“ l basic P1 moiety
(a, meta) b meta) * (c, meta) (d, meta) [e] T:‘ IN1
CO,H
ﬁ ﬁ[ o
(e, meta)  (f,meta) * (i, para) (i, orto) B ximelagatran (3)
Scheme 1.
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Scheme 2. Conditions: (a) (1) H>SO,. Ac,0, AcOE, 0 °C, r.t., 2 h, (2) AcOK, EtOH, r.t., 30 min, 91%: (b) SO,Cl, DMF cat, reflux, 4 h, 74%: (c) 3-hydroxyben-
zaldehyde (or 2-hydroxybenzaldehyde or 4-hydroxybenzaldehyde), Et;N, CH,Cl,, r.t., 2 h, 81—98%: (d) MnO,, NaCN, MeOH, r.t., 24 h, 60—97%: (e) N,H,-H,O,
EtOH, r.t., 2 h, 75—81%; (f) ArCHO, EtOH, HCl cat, reflux, 1 h, 84—98%: (g) Fe, NH4Cl, EtOH/H,O (2:1), reflux, 30 min, 75%: (h) NH,OH-HCI, Na,COs, EtOH,

H,0, reflux, 8 h, 69%; (i) isoniazide, EtOH, HCI cat, r.t., 30 min,78%.

derivatives 4b—f and 4i, 4j showed the presence of a single sig-
nal referring to ylidenic hydrogen, attributed to the E-diaste-
reomer in agreement with the previous report [15]. Finally,
compounds 4a and 4g were prepared by interconvertion of ni-
tro and nitrile groups, respectively, as follow. Compound 4a
was prepared by reduction of derivative 4d in the presence of
iron powder and ammonium chloride in a mixture of ethanol
and water [16], while compound 4g was synthesized by the
treatment with hydroxylamine in ethanol at reflux in 69% yield
[17]. Finally, compound 4h was prepared in good yield by con-
densation of hydrazide 9a with isoniazide, using hydrochloric
acid as catalyst. The analysis of the '"H NMR spectra of the
hydrazone derivative 4h showed the presence of two ylidenic
hydrogen signals at 6 7.9 and 8.5 attributed to the Z- and
E-diastereomers (1:4), respectively.

The in vitro anti-platelet activity of these novel arylsulfon-
ate—acylhydrazone derivatives (4da—j, 150 pM) was evaluated
by their ability to inhibit platelet aggregation of rabbit platelet-

rich plasma (PRP) [18] induced by thrombin (2 nM), ADP
(5 uM), collagen suspension (5 ug.mL’l) and arachidonic
acid (AA) (100 uM), using acetylsalicylic acid (AAS,
150 uM) as a positive control.

3. Results and discussion

The primary screening data for all compounds (150 uM)
are shown in Table 1. The results, displayed in Table I,
demonstrate that compounds 4b (LASSBio-694) and 4g
(LASSBio-770) having a basic P1 subunit (pyridine and N-
hydroxybenzamidine, respectively) were able to inhibit the
platelet aggregation induced by thrombin in 72.5% and 81%,
respectively, while compound 4a (LASSBio-751), having ami-
nophenyl Pl subunit, was inactive. Nevertheless, the anti-
platelet activity found for these compounds, when the platelets
were induced either by AA or collagen, indicates that 4b and
4¢g could have dual mechanism of action. In fact, its known
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that in rabbit PRP, the collagen and AA induced aggregation is
mediated by thromboxane (TXA,) formation [19]. Intriguing,
the evaluation of the retroisoster [20] of compound 4b,
derivative 4h (LASSBi0-480), revealed loss of activity upon
thrombin induced platelet aggregation and potentiated the
anti-platelet activity mediated by AA or collagen. As antici-
pated, none of the derivatives having a neutral P1 subunit
was active in inhibiting the aggregation induced by thrombin.
However, compounds 4¢ (LASSBio-744), 4d (LASSBio-750)
and 4e (LASSBio-774) effectively inhibited the platelet aggre-
gation induced by AA and collagen, indicating a distinct profile
when compared to 4b and 4g (Table 1). Curiously, derivative 4f
(LASSBi0-693), having an acidic P1 subunit, showed a great
selectivity and activity on inhibition of platelet aggregation in-
duced by thrombin (95% inhibition). With these results in
hands, the regioisomers of compound 4f (meta-isomer), i.e., de-
rivatives 4i ( para-isomer) and 4j (ortho-isomer), were synthe-
sized and evaluated with the same bioassay (Table 1). As
showed in Table 1, the replacement of N-acylhydrazone moiety
at the position 3 (meta, 4f) either to the position 4 ( para, 4i) or
the position 2 (ortho, 4j) results in activity on thrombin level,
although the compound 4j loses the selectivity. These results
indicated that geometric modifications, exploring the space
relationship between the NAH and sulfonate subunits, can
address the activity on different physiological agonists of plate-
let aggregation process. Otherwise, electronical parameters
also seem to be important and only compounds bearing basic
or acid groups at the P1 subunit were able to prevent platelet
aggregation induced by thrombin.

Molecular modeling studies were carried out using SYBYL
molecular mechanics in order to establish the conformer distri-
bution in compounds 4f (LASSBio-693), 4i (LASSBio-752) and
4j (LASSBio-743). Then, the global minimum conformer of 4f,
4i and 4j were selected to perform the equilibrium geometry us-
ing the semiempirical AM1 Hamiltonian (Table 2) [21].

The results from conformational analysis of derivatives 4f, 4i
and 4j provided a rational for the differences found in the phar-
macological profile of ortho-isomer 4j, when compared to
meta- 4f and para-isomers 4i (Table 2). As shown in Table 2,
these regioisomers also differ in their molecular shape, area
and volume, having distinct polarity. Compounds 4f and 4i
are more similar in this series.

More attractive compounds 4b, 4f, 4i and 4j were selected
to evaluate their antithrombotic effects in a pulmonary throm-
boembolism model induced by thrombin in mouse [23]. As
shown in Table 3, all compounds were able to increase the sur-
vival rate when given orally at a dose of 100 umol/kg.

4. Conclusions

In summary, we demonstrated that the novel series of arylsul-
fonate—acylhydrazone derivatives (4a—j) represent a promising
anti-platelet lead-candidate with significant antithrombotic
activity in vivo. Structural modifications at P1 subunit exploring
neutral, acid or basic groups can address the activity on the plate-
let, resulting in compounds that are more or less selective on
thrombin levels. Otherwise, the results from the bioassays
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Table 2

Minimum energy conformer of arylsulfonate—acylhydrazone derivatives (4f, 4i and 4j). (A) Space-filling (CPK) model for compounds 4f, 4i and 4j; B) tube model

for compounds 4f, 4i and 4j

@

8 D>

LASSBic-693 (4)

LASSBio-693 (4f)

» J%e
D

LASSBio-752 (41)

LASSBio-752 (di)

=

s
s
NS

- ™

LASSBio-743 (4j)

LASSBio-743 (4j)

Compound AH; (kcal/mol) Diastereomer Conformer Area (A:) Volume (A%) Dipole (debye)
4f —169.23 E S-cis 494.02 488.74 7.012
4i —169.55 E S-trans 498.20 489.81 9.121
4j —163.71 E S-cis 490.28 488.01 4.648

identify a new class of derivatives, the first class, represented by
compounds 4f and 4j, which were active in inhibiting the platelet
aggregation induced by thrombin, the second class of deriva-
tives, represented by compounds 4e and 4h, that inhibit the
platelet aggregation involving TXA, formation and finally the
third class of derivatives acting as a novel symbiotic candidates,
able to inhibit simultaneously the platelet aggregation induced
by collagen or AA and by thrombin, represented by compounds
4b and 4g.

5. Experimental

Melting points were determined with a Quimis 340 appara-
tus and are uncorrected. 'H NMR spectra, unless otherwise
stated, were obtained in deuterated dimethylsulfoxide or deu-
terated chloroform containing ca. 1% tetramethylsilane as an
internal standard using a Bruker AC 200 spectrometer at
200 MHz. Splitting patterns are as follows: s, singlet; d, dou-
blet; dd, double doublet; dt, double triplet; br, broad; m, mul-
tiplet. '3C NMR spectra were obtained using the same
spectrometer described above at 50 MHz, using deuterated di-
methylsulfoxide as internal standard. IR spectra were obtained
using Bruker IFS66 spectrophotometer employing potassium
bromide plates. Microanalysis data were obtained using
a Perkin-Elmer 240 analyser, using a Perkin-Elmer AD-4 bal-
ance. The progress of all reactions was monitored by TLC

performed on 2.0 x 6.0 cm aluminium sheets precoated with
silica gel 60 (HF-254, E. Merck) to a thickness of 0.25 mm.
The developed chromatograms were viewed under ultraviolet
light at 254 nm. E. Merck silica gel (60—200 mesh) was
used for column chromatography.

5.1. Anti-platelet activity

Blood was withdrawn from rabbit ear central artery and
mixed with 3.8% trisodium citrate (9:1 v/v). Platelet-rich
plasma (PRP) was prepared by centrifugation at 375 x g for
10 min at room temperature. The platelet-poor plasma (PPP)
was prepared by centrifugation of the pellet at 1800 x g for
10 min at room temperature. Platelet aggregation was moni-
tored by the turbidimetric method of Born and Cross [18] us-
ing a Chrono-Log aggregometer. PRP (300 pL.) was incubated

Table 3
Antithrombotic effect of compounds (4b, 4f, 4j and 4i) in a pulmonary throm-
boembolism model induced by thrombin in mouse

Compound Dose (p.o.) pmol/kg Survive (%)

(0.1 mL/20 g)

Control =S 16.67 £3.33
4b (LASSBio0-694) 100 33.33 £ 6.67
4f (LASSBio-693) 100 53.33 £6.67
4j (LASSBio-743) 100 80.00£11.5
4i (LASSBio-752) 100 80.00 £ 1.00
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at 37 °C for 1 min with continuous stirring at 900 rpm. Platelet
aggregation was induced by ADP (5 uM), collagen suspension
(5 ug.mL’]), thrombin (2nM) or arachidonic acid (AA,
100 uM). Compound (150 pM) or vehicle DMSO (0.5% v/v)
was added to the PRP samples 1 min before addition of the ag-
gregating agent. Acetylsalicylic acid (AAS, 150 uM), a classi-
cal PGHS inhibitor, was used as positive control.

5.2. Pulmonary thromboembolism model induced by
thrombin in mouse [23]

Arylsulfonate—acylhydrazones derivatives (4b, 4f, 4j and
4i) were given orally (100 pmol/kg; 0.1 mL/20 g) as a suspen-
sion in 5% arabic gum in saline (vehicle), 60 min before i.v.
injection of the thrombogenic stimulus. Thrombotic event
was induced by human thrombin (2000 Ul/kg animal) and
the survival rate was evaluated 15 min after thrombotic event.
Results shown represent the mean £ SD of three groups of five
animals each.

5.3. General procedure for the preparation of 6-methyl-
benzo[l,3]dioxole-5-sulfonic acid-formyl-phenyl ester
derivatives (9a—c)

To a solution of 1.45 mmol of sulfonyl chloride derivative
(8) in 10 mL of methylene chloride, were added 1.45 mmol
of the appropriate hydroxybenzaldehydes and 1.54 mmol of
triethylamine. The reaction mixture was stirred for 2h at
room temperature, when the end of reaction was observed
by TLC. The products (9a—c) were isolated by addition of
40 mL of methylene chloride and extraction with 10% aq.
HCl (4 x 20 mL) and brine (3 x 20 mL). The organic layer
was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evapo-
rated under reduced pressure to furnish the aldehyde deriva-
tives (9a—c) in excellent yields.

5.3.1. 6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonic acid
3-formyl-phenyl ester (9a)

Derivative 9a was obtained as brown solid in 98% yield,
mp 65—66°C. 'H NMR (200 MHz, CDCl;) 6: 2.68 (s,
ArCHs,); 6.04 (s, OCH,0); 6.83 (s, H2); 7.22 (s, H5); 7.33—
7.35 (m, HY'); 7.47—7.51 (d, J =8.1 Hz, HE'); 7.50 (s, H2');
7.78 (d, J=7.8 Hz, H4'), 9.94 (s, ArCOH ) ppm. *C NMR
(50 MHz, CDCl3) 6: 20.69 (ArCHj); 102.64 (OCH,0);
11049 (C5); 11238 (C2); 122.77 (C2); 126.08 (C3');
128.29 (C6'); 128.50 (C5'); 130.64 (C4'); 13546 (Cl);
138.03 (C6); 146.04 (C4); 150.21 (C1'); 152.68 (C3); 190.75
(ArCOH) ppm.

5.3.2. 6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonic acid
4-formyl-phenyl ester (9b)

Derivative 9b was obtained as yellow solid in 89% yield,
mp 104—106°C. '"H NMR (200 MHz, CDCl3) &: 2.58 (s,
ArCHs); 5.95 (s, OCH,0); 6.73 (s, H2); 7.12 (d, /= 8.6 Hz,
H2' and H6'); 7.15 (s, H5); 7.75 (d, J=28.6 Hz, H3' and
H5'); 9.87 (s, ArCOH ) ppm. °C NMR (50 MHz, CDCL3) 6
20.71 (ArCH;); 102.70 (OCH,0); 110.55 (C5); 112.40 (C2);

122.93 (C2' and C6'); 126.27 (C4"); 131.50 (C3' and C5');
134.97 (C1); 135.53 (C6); 146.11 (C4); 152.77 (C3); 154.01
(C1'); 190.78 (ArCOH) ppm.

5.3.3. 6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonic acid
2-formyl-phenyl ester (9c)

Derivative 9¢ was obtained as brown solid in 81% yield, mp
98—100 °C. "H NMR (300 MHz, CDCl3) 6: 2.66 (s, ArCHS);
6.09 (s, OCH,0); 6.85 (s, H2); 7.09 (d, J = 8.1 Hz, H6'); 7.29
(s, H5); 7.30 (dt, J=7.1Hz and 8.1 Hz, H5'); 7.58 (dt,
J=7.1Hz and 7.7 Hz, H4'); 7.95 (d, J = 7.7 Hz, H3’); 10.20
(s, ArCOH)ppm. 'C NMR (75MHz, CDCly) &: 20.80
(ArCH3); 102.70 (OCH,0); 110.40 (C5); 112.60 (C2);
123.48 (C6'); 125.78 (C2); 127.67 (Cl); 128.89 (C4');
129.74 (C3'); 135.46 (C5); 13578 (C6); 146.24 (C4);
151.38 (C1'); 152.98 (C3); 187.85 (ArCOH) ppm.

5.4. General procedure for the preparation of
(6-methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonyloxy)-benzoic acid
methyl ester derivatives (10a—c)

To a mixture of 0.81 mmol of aldehyde derivatives (9a—c)
in methanol (30 mL) was added 4.1 mmol of sodium cyanide
and 12.2 mmol of activated manganese dioxide. The reactants
were stirred at room temperature for 24 h and the suspension
was filtered through Celite™ and treated with dichloromethane
(3 x30 mL) and water (100 mL). The organic layers were
joined, dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evap-
orated under reduced pressure to furnish methyl esters 10a—c
in good yields.

5.4.1. 3-(6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonyloxy)-
benzoic acid methyl ester (10a)

Derivative 10a was obtained as yellow solid in 97% yield,
mp 178—180°C. '"H NMR (200 MHz, CDCl3) 6: 2.58 (s,
ArCH3); 3.80 (s, ArCO,CHs); 5.94 (s, OCH,0); 6.73 (s,
H2); 7.14 (s, H5); 7.15 (d, J=8.1 Hz, H6'); 7.29 (dt,
J=8.1Hz and 7.8Hz, H5); 7.58 (s, H2); 7.84 (d,
J=7.8Hz, H¥) ppm. '*C NMR (50 MHz, CDCl3) 6: 20.74
(ArCHs;); 52.56 (s, ArCO,CHs3); 102.60 (OCH,0); 110.63
(C5); 11235 (C2); 123.46 (C2'); 126.38 (CO'); 126.79 (C5);
128.32 (C4’); 129.89 (C3); 132.18 (Cl); 135.48 (C6);
146.04 (C4); 149.64 (C1’); 152.61 (C3); 165.83
(ArCO,CHj3) ppm.

5.4.2. 4-(6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonyloxy)benzoic
acid methyl ester (10b)

Derivative 10b was obtained as yellow solid in 80% yield,
mp 99—101°C. '"H NMR (200 MHz, CDCl3) 6: 2.66 (s,
ArCH3); 3.88 (s, ArCO.CH3); 6.04 (s, OCHy0); 6.80 (s,
H2); 7.09 (d, J=8.6 Hz, H2' and H¢'); 7.22 (s, H5); 7.99
(d, J=8.6Hz, H3Y and HY)ppm. '3C NMR (50 MHz,
CDCl3) o: 20.70 (ArCHj); 5248 (ArCO,CHj); 102.64
(OCH,0); 110.60 (C5); 112.32 (C2); 122.18 (C2' and C6);
126.29 (C4'); 129.04 (Cl); 131.52 (C3 and C5'); 135.45
(C6); 146.04 (C4); 152.65 (C3); 153.06 (Cl'); 166.11
(ArCO,CHj;) ppm.
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5.4.3. 2-(6-Methyl-benzo[ 1,3]dioxole-5-sulfonyloxy)benzoic
acid methyl ester (10c)

Derivative 10c¢ was obtained as yellow solid in 60% yield,
mp 106—108 °C. '"H NMR (300 MHz, CDCls) 6&: 2.64 (s,
ArCHs); 3.87 (s, ArCO,CH3); 6.04 (s, OCH>0); 6.81 (s,
H2); 6.92 (d, J=8.1Hz, H6); 7.21 (s, H5); 7.32 (dt,
J=6.3Hz and 7.6 Hz, H4); 7.34 (dt, / =8.1 Hz and 6.3 Hz,
H5); 7.89 (d, J=7.6 Hz, H3)ppm. *C NMR (75 MHz,
CDCly) 6: 20.84 (ArCHj); 52.59 (s, ArCO,CH;); 102.56
(OCH,0); 110.40 (C5); 112.31 (C2); 123.57 (C6'); 126.07
(C2); 127.17 (Cl); 127.17 (C4); 132.12 (C3'); 133.34
(C5'); 135.60 (C6); 145.91 (C4); 147.97 (Cl'); 152.43 (C3);
165.46 (ArCO,CH;) ppm.

5.5. General procedure for the preparation of 6-methyl-
benzo[1,3]dioxole-5-sulfonic acid-hydrazinocarbonyl-
phenyl ester derivatives (11a—c)

A solution of 1.14 mmol of the appropriate methyl ester de-
rivatives (10a—c) and 6 mL of 80% hydrazine hydrate in
15 mL of ethanol, was stirred at room temperature for 2 h,
when the end of reaction was observed by TLC. Then, the
mixture was cooled and neutralized with concentrated HCI, re-
sulting in the formation of a white precipitate, which was fil-
tered, washed with water and dried under reduced pressure to
give hydrazide derivatives (11a—c) in good yields.

5.5.1. 6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonic acid-3-
hydrazinocarbonyl-phenyl ester derivatives (11a)

Derivative 11a was obtained as white solid in 78% yield,
mp 166—168 °C. IR (KBr): 3343 and 3279 (N—H), 1673
(C=0), 1350 (S=0) cm™".

5.5.2. 6-Methyl-benzo[1 3 ]dioxole-5-sulfonic acid-4-
hydrazinocarbonyl-phenyl ester derivatives (11b)

Derivative 11b was obtained as white solid in 81% yield,
mp 130—131°C. IR (KBr): 3348 and 3279 (N—H), 1668
(C=0), 1357 (S=0) cm™".

5.5.3. 6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonic
acid-2-hydrazinocarbonyl-phenyl ester derivatives (11c)

Derivative 11¢ was obtained as white solid in 75% yield,
mp 128—130°C. IR (KBr): 3340 and 3275 (N—H), 1669
(C=0), 1355 (S=0)cm ™.

5.6. General procedure for the preparation of 6-methyl-
benzo[1,3]dioxole-5-sulfonic acid-benzylidene-
hydrazinocarbonyl-phenyl ester derivatives (4b—j)

An equimolar amount of appropriate aromatic aldehyde
was added to a solution of hydrazide derivatives 1la—c
(1.05 mmol) in 20 mL of ethanol, in the presence of catalytic
amount of hydrochloric acid. The reaction was stirred for 0.5—
1.0 h, at reflux, and the solvent was evaporated under reduced
pressure. The colored precipitate was collected by filtration,
washed with cold water and dried under vacuum to give the

desired N-acylhydrazone derivatives (4b—j), that were purified
by recrystallization in ethanol, yielding compounds 4b—j in
excellent yields.

5.6.1. 6-Methyl-benzo[1,3]dioxole-5-sulfonic acid 3-
(pyridin-4-ylmethylene-hydrazinocarbonyl)-
phenyl ester (4b)

Derivative 4b was obtained as a white solid by condensa-
tion of 1la with pyridine-4-carboxaldehyde in 89% yield.
'H NMR (200 MHz, DMSO-de) 6: 2.55 (s, ArCH3); 6.17 (s,
OCH,0); 7.20 (d, J=7.9Hz, H6'); 7.22 (s, H2); 7.29 (s,
H5); 7.58 (dt, J=7.7Hz and 7.9 Hz, H5'); 7.69 (s, H2');
7.94 (m, H4', H2"” and H6"); 8.54 (s, CH=N); 8.77 (m,
J=79Hz, H3" and H5"); 12.58 (br, CONH)ppm. *C
NMR (50 MHz, DMSO-ds) o: 19.87 (ArCHj3); 102.90
(OCH,0); 109.39 (C5); 112.44 (C2); 121.52 (C2'); 121,99
(CO'); 124.92 (C4); 125.51 (C6"); 126.76 (C2"); 130.45
(C5'); 134.67 (C3'); 135.09 (C1); 135.61 (C6); 144.26 (C1”);
145.08 (CH=N); 147.64 (C3” and C5"); 145.76 (C4);
148.95 (C1’); 152.52 (C3); 162.56 (ArCONH) ppm.

5.6.2. 6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonic acid
3-(benzylidene-hydrazinocarbonyl)-phenyl ester (4c)

Derivative 4¢ was obtained as a white solid by condensa-
tion of 11a with benzaldehyde in 84% of yield. 'H NMR
(200 MHz, DMSO-dp) 6: 2.61 (s, ArCH3); 6.15 (s, OCH,0);
7.08—7.16 (m, H2, H5 and H6'); 7.45—7.49 (m, H2', H4'
and H5'); 7.82—7.89 (m, H2”, H3”, H4”, H5" and H6");
8.45 (s, CH=N); 11.90 (br, CONH)ppm. '*C NMR
(50 MHz, DMSO-ds) 6: 20.34 (ArCHj); 103.37 (OCH,0);
109.89 (C5); 11291 (C2); 121.76 (C2); 125.45 (C6O);
126.96 (C4'); 127.67 (C3” and C5"); 129.34 (C2” and 6”);
130.73 (C5'); 130.85 (C4”); 134.62 (C3'); 135.55 (Cl”);
135.72 (Cl); 136.25 (C6); 148.99 (C4); 149.00 (CH=N);
149.45 (C1'); 152.99 (C3); 162.03 (ArCONH) ppm.

5.6.3. 6-Methyl-benzo[ 1 ,3]dioxole-5-sulfonic acid 3-
(4-nitro-benzylidene-hydrazinocarbonyl)-phenyl ester (4d)

Derivative 4d was obtained as a yellow solid by condensa-
tion of 1la with 4-nitrobenzaldehyde in 98% of yield. 'H
NMR (300 MHz, DMSO-dy) &: 2.67 (s, ArCH;); 6.04 (s,
OCH,0); 6.82 (s, H2); 7.13 (d, J=7.4Hz, H6'); 7.22 (s,
H2'); 7.26 (s, H5); 7.40 (m, H5'); 7.65 (m, H4'); 7.85 (d,
J=7.6Hz, H2” and H6"); 8.22 (d, J=7.6 Hz, H3" and
H5"); 8.31 (s, CH=N); 11.65 (br, CONH ) ppm. NMR '°C
(75 MHz, DMSO-d¢) 0: 20.39 (ArCHs); 103.25 (OCH,0);
109.89 (C5); 11290 (C2); 121.60 (C2); 121.83 (C1”);
123.75 (C3” and C5"); 125.21 (C6'); 125.61 (C5'); 126.84
(C4); 129.49 (C2” and C6”); 130.68 (C3'), 135.59 (Cl);
136.20 (C6); 146.29 (C4); 149.38 (CH=N); 150.21 (Cl');
150.85 (C4”); 153.10 (C3); 161.53 (ArCONH) ppm.

5.6.4. 6-Methyl-benzo[1,3]dioxole-5-sulfonic acid 3-
(4-cyano-benzylidene-hydrazinocarbonyl)-phenyl ester (4e)
Derivative 4e was obtained as a white solid by condensation
of 11a with 4-cyanobenzaldehyde in 94% of yield. 'H
NMR (200 MHz, DMSO-ds) 6: 2.60 (s, ArCH3); 6.14 (s,
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OCH,0); 7.18 (d, J = 8.8 Hz, H6'); 7.20 (s, H2); 7.26 (s, H5);
7.56 (dt, J = 8.1 Hz and 7.8 Hz, H5'); 7.64 (s, H2'); 7.86—7.94
(m, H4', H2", H6”, H3” and H5"); 8.48 (s, CH=N); 12.17 (br,
CONH) ppm. *C NMR (50 MHz, DMSO-ds) &: 20.38
(ArCH3); 103.42 (OCH,0): 109.93 (C5); 112,60 (C4");
112,96 (C2); 119.15 (ArCN): 121.90 (C2'); 125.49 (C6');
125.79 (C5'); 127.14 (C4'); 128.25 (C2" and C6"); 130.68
(C3'), 13328 (C3” and C5"); 13545 (C1”); 135.61 (Cl);
136.12 (C6); 146.29 (C4); 147.06 (CH=N); 149.50 (C1");
153.05 (C3); 162.35 (ArCONH) ppm.

5.6.5. 6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonic acid 3-
(4-carboxy-benzylidene-hydrazinocarbonyl)-phenyl ester (4f)
Derivative 4f was obtained as a white solid by condensation
of 11a with 4-carboxybenzaldehyde in 91% yield. '"H NMR
(200 MHz, DMSO-d) 6: 2.50 (s, ArCHs); 6.04 (s, OCH>0);
7.18 (s, H2); 7.20 (s, H5); 7.22 (d, J=7.9 Hz, H6'); 7.56
(dt, J=8.1Hz and 7.9 Hz, H5); 7.62 (s, H2); 7.84 (d.
J=18.3 Hz, H2” and H6"); 7,86 (d, /= 8.1 Hz, H4'); 8.01 (d,
J=8.3Hz, H3" and H5"); 849 (s, CH=N); 11.95 (br,
CONH); 12.05 (br, COOH)ppm. *C NMR (50 MHz,
DMSO-dg) o6: 20.35 (ArCH3); 103.38 (OCH»0); 109.89
(C5); 112.93 (C2); 121.83 (C2'); 125.48 (CO'); 125.81 (C5');
127.04 (C4'); 127.68 (C2" and C6”); 129.01 (C3'), 130.29
(C3” and C5"); 132,36 (C4”); 135.58 (Cl); 135.61 (C1");
138.66 (C6); 146.27 (C4); 147.82 (CH=N); 149.46 (Cl’);
153.01 (C3); 162.23 (ArCONH); 167.38 (ArCOOH) ppm.

5.6.6. 6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonic acid 3-
[(pyridine-4-carbonyl)-hydrazonomethyl]-phenyl ester (4h)
Derivative 4h was obtained as a white solid by condensa-
tion of aldehyde derivative 9a with isonicotinic acid hydrazide
in 78% yield. '"H NMR (200 MHz, DMSO-ds) 6: 2.50 (s,
ArCH3); 2.56 (ArCH3); 6.12 (s, OCH,O); 7.04 (d,
J=172Hz, HO); 7.11 (s, H2); 7.16 (s, H5); 7.42 (d,
J=28.9 Hz, H2” and H6"); 7.64 (m, H4'); 7.94 (s, CH=N);
8.01 (m, H2 and H5'); 8.51 (s, CH=N); 8.9 (m, H3" and
H5"); 12.37 (br, CONH ); 12.53 (br, CONH ) ppm. *C NMR
(50 MHz, DMSO-dg) ¢: 20.35 (ArCHj); 103.38 (OCH,0);
109.86 (C5); 11290 (C2); 120.42 (C2'); 12348 (C6);
124.00 (C2” and C6”); 125.54 (C4'); 127.01 (C5'); 131.21
(C3); 13552 (C6); 136.59 (Cl); 14345 (C1”); 146.11
(CH=N); 146.27 (C4); 148.18 (CH=N); 148.40 (C3" and
C5"); 149.83 (C1’); 152.99 (C3); 161.38 (ArCONH) ppm.

5.6.7. 6-Methyl-benzo[ 1,3 ]dioxole-5-sulfonic acid 4-
(4-carboxy-benzylidene-hydrazinocarbonyl)-phenyl ester (4i)
Derivative 4i was obtained as a white solid by condensation
of 11b with 4-carboxybenzaldehyde in 89% yield. 'H NMR
(200 MHz, DMSO-d) ¢6: 2.61 (s, ArCHs); 6.16 (s, OCH,0);
7.16 (s, H2); 7.21 (s, H5); 7.23 (d, J = 7.8 Hz, H2' and H6');
7.83 (d, J=8.1Hz, H2” and H6"); 7.92 (d, /=7.8 Hz, H¥
and H5); 8.0 (d, /J=8.1Hz, H3” and H5"); 8.46 (s,
CH=N); 12.05 (s, ArCONH)ppm. "C NMR (50 MHz,
DMSO-dg) o6: 20.41 (ArCH3); 103.49 (OCH,O); 110.02
(C5); 113.03 (C2); 122.47 (C2' and C6'); 125.54 (C4');
127.72 (C3’ and C5'); 130.36 (C2”, C3”, C5” and C6");

132.36 (Cl); 132.85 (C4"); 135.68 (C6); 138.80 (Cl1”);
147.45 (CH=N); 147.46 (C4); 151.85 (C3); 153.11 (Cl');
162.78 (ArCONH); 167.46 (ArCO,H) ppm.

5.6.8. 6-Methyl-benzo[l,3]dioxole-S-sulfonic acid 2-
(4-carboxy-benzylidene-hydrazinocarbonyl)-phenyl ester (4f)
Derivative 4j was obtained as a white solid by condensation
of 11¢ with 4-carboxybenzaldehyde in 89% yield. 'H NMR
(200 MHz, DMSO-dg) ¢: 2.61 (s, ArCH;); 6.15 (s, OCH,0);
7.14 (s, H2); 7.21 (s, H5); 7.23 (d, J = 8.5 Hz, H6'); 7.85—
8.03 (m, H3, H4, H5, H2”, H3", H5” and H6"); 8.47 (s,
CH=N); 12.06 (s, RCO,H)ppm. *C NMR (50 MHz,
DMSO-de) o: 20.37 (ArCHj); 103.45 (OCH,O); 109.99
(C5); 112.98 (C2); 121.84 (C6' and C4); 125.48 (C2');
127.68 (Cl and C3'); 130.32 (C2”, C6". C3" and C5");
132.31 (C4”); 132.79 (C1”); 135.64 (C5); 138.76 (C6);
146.28 (C4); 147.43 (CH=N); 151.82 (C3); 153.06
(C1);162.77 (ArCONH); 167.43 (ArCO-H) ppm.

5.7. 6-Methyl-benzo[1,3]dioxole-5-sulfonic acid
3-(4-amino-benzylidene-hydrazino
carbonyl)-phenyl ester (4a)

A mixture of nitro-acylhydrazone 4d (0.41 mmol), iron
powder (0.123 g) and ammonium chloride (0.034 g;
0.24 mmol) in 15 mL of a mixture of ethanol and water
(2:1) was refluxed for 30 min. Then, the reaction mixture
was filtered hot, and the filtrate was evaporated to half of its
original volume, followed by addition of 20 mL of water
and extraction with AcOEt (3 x 20 mL). The organic layer
was dried (Na,SO,), filtered and evaporated under reduced
pressure to give the desired amine-derivative in 75% yield.
'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 6: 2.60 (s, ArCHs); 5.63
(br, ArNH2); 6.15 (s, OCH,0); 6.60 (d, J = 8.4 Hz, H3” and
H5"); 7.2 (m, H2 and H5 and H6'); 7.40 (d, J = 8.4 Hz, H2"
and H6"); 7,53 (dt, J=8.1 Hz and 8.0 Hz, H5): 7.60 (s,
H2'); 7.85 (d, J = 8.1 Hz, H4'); 8.31 (s, CH=N); 11.58 (br,
CONH) ppm. '>C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6: 20.38
(ArCHs); 103.40 (OCH,O); 109.93 (C5); 112.95 (C2);
114.12 (C3” and C5”); 121.62 (C2'); 121.80 (C1”); 125.21
(CO'); 125.49 (C5'); 126.83 (C4'); 129.33 (C2” and C6");
130.78 (C3'), 135.58 (Cl1); 136.17 (C6); 146.28 (C4); 149.46
(CH=N); 150.16 (C1’); 151.68 (C4"); 153.02 (C3); 161.49
(ArCONH) ppm.

5.8. 6-Methyl-benzo[1,3]dioxol-5-sulfonic acid 3-
[4-(N-hydroxycarbamimidoyl)-benzylidene-hydrazino
carbonyl]-phenyl ester (4g)

Hydroxylamine hydrochloride (0.97 mmol) was added to
a solution of cyano-acylhydrazone 4e (0.32 mmol) and
Na,CO;5 (1.3 mmol) in ethanol (10 mL) and H,O (5 mL).
The mixture was heated at reflux temperature for 8 h, then,
it was cooled and neutralized with concentrated HCI, followed
by extraction with AcOEt (3 x 20 mL). The organic layer was
dried (Na,SO,), filtered and evaporated under reduced
pressure. The crude material was purified by column
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chromatography on silica gel (CH,Cl,/MeOH 2% and 5%)
(yield: 69%). 'H NMR (200 MHz, DMSO-dg) 6: 2.49 (s,
ArCH;); 3.49 (br, NI,); 5.95 (s, OCH,0); 7.1 (s, H2); 7.18
(s, H5); 7.25 (d. J=7.9 Hz, H6'); 7.56 (dt, J =8.1 Hz and
7.9 Hz, H5'); 7.65 (s, H2"); 7.85 (d, J=38.1 Hz, H4'); 7.87
(d, J=28.0 Hz, H2” and H6"); 7.89 (d, /= 8.0 Hz, H3” and
H5"); 8.14 (s, CH=N); 9.9 (br, OH); 11.95 (br, CONH ) ppm.
13C NMR (50 MHz, DMSO-d,) 6: 20.39 (ArCH;); 103.43
(OCH,0); 109.99 (C5); 112.95 (C2); 122.93 (C2'); 125.52
(C6'); 125.64 (C5'); 127.90 (C4'); 128.47 (C2" and C6");
130.10 (C3’), 130.82 (C3” and C5"); 135,23 (C4"); 135.61
(Cl); 136.26 (C1”); 146.30 (C6); 148.19 (C4); 148.36
(CH=N); 153.05 (Cl’); 157.96 (C3); 168.07 (ArCONH);
168.67 (ArC=(N—OH)NH,).

5.9. Molecular modeling

The conformer distribution of 6-methyl-benzo[1,3]dioxole-
S-sulfonic acid (4-carboxy-benzylidene-hydrazinocarbonyl)-
phenyl ester derivatives (4f, 4i, 4j) was carried out using SYBYL
molecular mechanics. The geometry optimization was per-
formed using the semiempirical AM1 Hamiltonian [21] with
SPARTAN 1.0.5 program [22] on Pentium IV 1.5 GHz.
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ABSTRACT

Searching for new compounds that have potential antithrombotic activity, we have previously
described the synthesis of a new series of N-acylhydrazones. In this work we have tested four
compounds (LASSBio 693, 694, 743 and 752) in rat platelet. Each compound (200 uM) lead to a
minimum of 36 and a maximum of 82% inhibition (for L-743 and L-752, respectively) of thrombin
induced platelet aggregation. We also used the receptor agonist for PAR-4: TRAP-4A (250 uM) and
an inhibition between 43 and 77 % was observed in the presence of 200 yM of LASSBio
compounds. Any of them effectively inhibited the platelet aggregation induced by ADP (5 uM),
confirming a greater selectivity for thrombin. Only LASSBio 693 compound showed to have a direct
effect toward thrombin catalytic activity. These compounds were further tested in vivo, in mice,
using a pulmonary thromboembolism model induced by I.V. injection of collagen and
norepinephrine (both 500 pg/mL) or thrombin (2000 Ul). All compounds, orally administrated,
showed effective antithrombotic action, independently of the thrombotic stimulus. Compounds
LASSBIo 752 and 743 were the most effective. They also reduced venous thrombus formation in an
animal model that combines hypercoagulability with stases. Up to now our results indicate that
compounds LASSBio 743 and 752 are potential candidates for utilization in the treatment of
cardiovascular diseases.

Keywords: Platelet; PAR; Thromboembolism pulmonary; Antiplatelet drugs.

Abbreviations:

PAR
TXA2
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INTRODUCTION

Platelet aggregation plays a critical role in the pathophysiology of thrombotic diseases.
Under normal conditions, platelets circulate freely in the blood and do not adhere to each other.
Following vessel wall injury, platelets adhere to the exposed subendothelium and become
activated. Platelet activation includes a series of rapid positive feedback loops such as synthesis of
TXA, or release of nucleotides, which greatly amplify the activation signals and enable robust
platelet recruitment at the site of vascular injury leading to the formation of the so-called
haemostatic plug. The same mechanisms are involved when platelets are activated at the site of an
atherosclerotic plaque rupture, leading to vessel occlusion and, depending on the vascular bed
involved, ischemic diseases such as myocardial infarction, stroke, or peripheral artery [1]. Upon
various agonists clustering with respective receptors on platelet surface, the intracellular signals will
be activated and platelets will change shape, spread, and release or secrete activating substances
to recruit platelets to the developing thrombus. Thus, antiplatelet therapy is a useful means of
preventing acute thromboembolic artery occlusions in cardiovascular diseases. [2]

Thrombin is a serine protease that catalyzes the cleavage of fibrinogen, other clotting
factors and the thrombin receptors and as a result activates the coagulation system and platelet
response. As such, thrombin is considered to play a central role in hemostasis and thrombosis.
Cloning of a functional thrombin receptor was described [3] and the proteolytic mechanism for
activation was elucidated [4]. The thrombin receptor is a G protein-coupled receptor (Protease
Activated Receptors -PARS) activated by a unique mechanism involving proteolytic cleavage of the
receptor by thrombin. PAR-1, the prototype for this family, is activated when thrombin cleaves its
amino-terminal exodomain at the R41/S42 peptide bond [3]. The hydrolysis will then expose a new
amino terminus beginning with the sequence SFLLRN, which serves as a tethered peptide agonist,
binding intramolecularly to the body of the receptor to effect transmembrane signaling. PARs are
thus in essence peptide receptors that carry their own ligands, which remain silent until unmasked
by site-specific receptor cleavage. Synthetic peptides that mimic these tethered ligands function as
PAR agonists and activate their receptors independent of protease and receptor cleavage. Such
peptides have been extremely useful for probing the roles of PARs in cells and tissues. PAR-4 is
another characterized thrombin receptor that is expressed in human platelets along with PAR1.
Human PAR4 is activated when thrombin cleaves its amino-terminal exodomain at the Arg-47/Gly-
48 peptide bond to unmask the tethered ligand GYPGQV [5].

Mouse and rat platelets express PAR-4 and PAR-3 but not PAR-1. PAR-3 serves as a co-
factor for PAR-4 activation on mouse platelet [6-8]. Both PAR-4 and PAR-3 knock-out mice are
protected against arterial thrombosis [9] indicating that PAR inhibition might be explored for the

prevention or treatment of thrombosis in human.

154



Cardiovascular disease and stroke are major causes of morbidity and mortality. Although
many pathophysiologic processes play a role in the chronic development of cardiovascular disease,
thrombosis is often the event that precipitates stroke and acute coronary syndromes. Although the
established antiplatelet agents aspirin and ticlopidine, and anticoagulant agents heparin and
warfarin have provided remarkable achievements in the treatment of thromboembolic diseases, yet
these drugs have considerable limitations. In particular, the incidence of major ischaemic
cardiovascular events remains high and complications associated with bleeding represent a major
drawback [10-12]. The contributions of PARs to coagulation have also been investigated in vivo by
use of antagonists to PAR1. In cynomologus monkeys, whose platelets express PAR1 and PARA4,
an antagonist of PAR1 inhibits thrombus formation and vessel occlusion in a model of electrolytic
injury of the carotid artery [13].

Our previous studies showed that the compounds (LASSBio 693, 694, 743 and 752)
showed greater inhibitory activity in the assay of thrombin induced platelet aggregation using rabbit
platelet [14].

In this work, we elucidated the differences in pharmacological profile between these
acylhydrazones derivatives (LASSBIio 693, 694, 743 and 752) and Indometacin by the evaluation of
platelet aggregation and plasma clotting activities using rat platelet and blood. Here we correlate
the inhibitory action of the tested substances with thrombin activity and assessed their potential

antithrombotic activity in vivo.

MATERIALS AND METHODS

2.1. Hydrolysis of chromogenic substrate

Thrombin proteolitic activity was measured using S-2238, a chromogenic substrate. In a
cuvette containg 0.1 M Tris—HCI buffer pH=7.5, drug or vehicle and human thrombin (0.01 U/mL)
final concentration, were added and incubated at 37°C for 2 min when the substrate S-2238 (50 uM
final concentration) was added to initiate the enzyme reaction. The rate of increase in absorbance
at 405 nm was measured with a Termomax Microplate Reader, Molecular Devices, Menlo Park,
USA.

2.2. Hydrolysis of fibrinogen

Thrombin activity was measured using human fibrinogen. In a cuvette containg 0.1 M
Tris—HCI buffer pH=7.5, drug or vehicle and human thrombin (0.01 U/mL final concentration), were

added and incubated at 37°C for 2 min when the fibrinogen (2 mg/mL final concentration) was
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added to initiate the enzyme reaction. The rate of increase in absorbance at 405 nm was measured

with a Termomax Microplate Reader, Molecular Devices, Menlo Park, USA.

2.3. Coagulation assay measured by recalcification time

Blood was collected from anesthetized rat by cardiac puncture into syringes containing
3.8% sodium citrate. Platelet-poor plasma was obtained by centrifugation of blood at 1500 X g for
10 min. The effect of acylhydrazones derivatives on rat plasma coagulation was assessed by
measuring the recalcification time on an Amelung KC4A Coagulamoter, Labcon, Heppenheim,
Germany. Citrated rat plasma (50 pL containing 3.8% sodium citrate, 1:9, v/v) was incubated with
50 uL of derivatives acylhydrazones (suspension in 20% DMSO and 80% TBS) for 1 min at 37 °C.
Plasma clotting was initiated by addition of 100 pyL of 25 mM CaCl, and coagulation time was
recorded.

2.4. Preparation of platelet-rich plasma and platelet suspension washed platelets

Blood was collected from anesthetized rat by cardiac puncture into syringes containing
3.8% sodium citrate (1/10 volume) or 2 mM EDTA as anticoagulant. Platelet-rich plasma was
obtained from the supernatant fraction of blood citrated after centrifugation at 150 X g for 10 min.
Platelet-poor plasma was obtained by centrifugation of the remaining blood at 1500 X g for 10 min.
When PRP was obtained with EDTA was further centrifuged at 800 X g for 10 min at room
temperature and the pellet was re-suspended in an equal volume of a modified Tyrode’s buffer
which containing 103 mM NaCl, 5mM KCI, 1 mM MgCI,6H,0, 36 mM citric acid, 3.8 mM HEPES, 5

mM glucose and 0.35% bovine serum albumin adjusted to pH 7.5.

2.5. Measurement of platelet aggregation

Platelet aggregation was measured according to the turbidimetric method of Born and
Cross [15] with a Chrono-log model 490 optical aggregometer, Havertown, PA, USA. In the cuvette,
platelet-rich plasma or washed platelets were pre-incubated for 2 min at 37 °C after the addition of
drug or vehicle. In order to quantify the inhibitory effects of each drug, the maximum increase in
light transmission was determined from the aggregation curve for 5 min after the addition of agonist.
The concentration of agonist used was determined by the establishment of a dose-response curve
for each experiment using on minimum agonist concentration that leads to 100% of response. The
effect of each drug was expressed as percentage of inhibition of agonist-induced platelet

aggregation compared with vehicle treatment. The 1Cso value was obtained by linear regression,

156



and is expressed as the drug concentration required producing 50% inhibition of agonist-induced

platelet aggregation in comparison to vehicle treatment.

2.6. Antithrombotic activity

Pulmonary thromboembolism in mice was induced by a method described previously [16]. It was
determined in vivo using albino mice of both sexes (20-25 g). Compounds were administered orally
(100 pumol/kg; 0.1 ml/20 g) as a suspension in 5% arabic gum in saline (vehicle) 60 minutes before
the thrombogenic stimulus. Indomethacin (100 umol/kg) was used as the positive control drug
under the same conditions. Thrombotic event was induced by collagen (0.5 pg/ml) plus
norepinephrine (0.5 pg/ml) or thrombin (2000 Ul). The dose of thrombin or collagen used was
selected from a concentration/response curve as the minimal dose giving a reproducible 80-90%
mortality in the control group (data not shown).The data were expressed as the percentage of
survival animals evaluated 15 minutes after thrombotic event. The animals which did not die within
this time were sacrificed by exposure to ether vapors and were recorded as survivors. No
anesthesia was used during the experiment because anesthesia interferes with thromboembolism
in this model. Results shown represent 3 groups of 10 animals each. This study was approved by
the Committee on Ethics of Animal Experiments of the UFRJ (IBgM 004).

2.7. Stasis-induced Thrombus Formation

Compounds were administered orally (100 umol/kg; 0.1 ml/20 g) as a suspension in 5% Arabic gum
in saline (vehicle). Indomethacin (100 umol/kg) was used as the positive control drugs under the
same conditions. Drugs were administered 1-2 hours before the thrombosis induction. Thrombus
formation by a combination of stasis and hypercoagulability was induced after administration of
each compound as described by Mendes-Silva and coworkers [17] with slight modifications. The
animals were previously anesthetized with xylazin (16 mg kg-1, intramuscularly) followed by
ketamin (100 mg kg-1, intramuscularly). The abdomen was surgically opened, and after careful
dissection the vena cava was exposed and dissected free from surrounding tissue. Two loose
ligatures were prepared 1 cm apart on the inferior vena cava just below the left renal
vein.Thrombosis was induced by the i.v. injection of thromboplastin (3 mg kg'l) and stasis was
immediately established by tightening the proximal suture. Tightening of the distal suture was
performed 20 min after administration thromboplastin or phosphate-buffer pH 7.4 (control group)
and the ligated segment was removed. The formed thrombus was removed from the segment,
rinsed, blotted on filter paper, dried for about 1 hour at 60 oC, and weighed. The protocol received

official approval with regard to the care and use of laboratory animals (IBQM 04).
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RESULTS

3.1. Effects of derivatives acylhidrazones on thrombin enzymatic activity and clotting assay

Since acylhidrazones were first designed in order to mimicry the peptide bound and we
have previously shown that they inhibited specifically thrombin induced platelet aggregation [14] we
decided to evaluate if they would directly affect thrombin catalytic activity.

The effects of compounds acylhydrazones derivatives on thrombin protease activity was
assessed using chromogenic substrate S-2238 and are shown in Figure 1A. Only the compound
LASSBIo 693 inhibited dose-dependently thrombin protease activity. However, LASSBio 694, 743
and 752 did not influence thrombin protease activity even at higher concentration (500 uM).

The effects of derivatives acylhydrazones compounds on thrombin induced fibrinogen
clotting activity was assessed using human fibrinogen and is shown in Figure 1-B. In this case only
the LASSBio 694 compound dose-dependently inhibited fibrinogen clotting activity. Concentration
of 200 and 400 uM lead to an inhibition of about 28 and 55 %, respectively. Since the compound did
not affect the catalytic site of the enzyme (Figure 1-A), it is possible that this effect is due to an
interaction with other thrombin site different from the catalytic site.

We also evaluated a possible activity toward other coagulation factors measuring the
recalcification time of rat platelet-poor plasma (PRP). None of the compounds (200 uM) was able to
extend the clotting time suggesting then that they do not inhibit other factors of the coagulation

(data not shown).

3.2. In vitro antiplatelet activities of derivatives acylhidrazones

In order to evaluate if these compounds were implicated with thrombin activation pathway in
platelets we tested it effect toward PAR-4 activation. The inhibitory effects of acylhydrazones
derivatives on thrombin-, TRAP-4A- and ADP-induced aggregation of rat washed platelets are
shown in Fig. 2. All compounds showed inhibitory activity, of platelet aggregation in a dose-
dependent manner. Figure 2-A shows the results obtained for platelet aggregation induced by
thrombin (10 nM). LASSBIo 693, 694, 743 and 752 (200 uM) inhibited by 50, 64, 36 and 82.5 %

respectively, the aggregation response.

We evaluate the interference in the direct activation of PAR-4 receptor using the receptor
agonist TRAP-4 (AYPGKF), [18]. The inhibitory effects of acylhydrazones derivatives on TRAP-4A-
induced aggregation of rat washed platelets are shown in Figure 2 -B. Inhibition of 76.5, 58 43
and 53 % was obtained using 200 uM of each compound LASSBio 693, 694, 743, 752,
respectively (Figure 2 -B).
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We also tested the acylhydrazones derivatives on platelet aggregation induced by ADP,
results are show in Figure 2-C. We obtained a maximum of 40% of inhibition for LASSBio 694 (200
MM), other compounds were even less actives. These data suggest that in the compounds are more
specific to thrombin, since only very high concentrations (600 uM) achieve 60 to 80 % of inhibition
with this agonist.

The ICs values calculated for all compounds on platelet aggregation induced by thrombin,
TRAP-4A and ADP are shown in Table 1. These values show that the compound LASSBio 752
presents a lower 1Cso when platelet aggregation was induced by thrombin while the compounds L-

693 and L-694 have lower ICso when platelet aggregation was induced by TRAP-4A.

3.3 Effects of acylhidrazones derivatives in thrombosis induced in vivo

We demonstrated here that acylhidrazones derivatives prevents death from acute
pulmonary embolism in mice as shown in Figure 3 (induced by collagen plus norepinephrine) and in
Figure 4 (induced by thrombin). The dose of collagen plus norepinefhrine and human thrombin used
was established, from dose-response curves (data not show). The L.V. injection of collagen plus
norepinephrine (0.5 pug/mL, both) led to death or prolonged paralysis of 75 % of control group. The
assay induced by collagen plus norepinephrine evaluates, an thrombotic activity more directed
toward platelets, since the collagen injection mimics a situation of vascular injury (Momi et al 2000).
Oral pretreatment of animals with acylhidrazones derivatives (100 pmol/kg) orally, 60 min before the
[.V. injection of collagen plus norepinephrine, exerted protective effect against mortality. Figure 3
summarizes the result obtained, where we can observe that, the all compounds (LASSBio 693, 694,
743 and 752) showed an antithrombotic potential increasing the survival of the treat animals by 56,
36, 63 and 46 % respectively, as compared to control group in which only 25 % of animals survived.

When the thrombogenic stimulus was induced by thrombin (2,000 U/kg) 84 % mortality was
obtained for the control group. The acylhydrazones derivatives also protected mice from death.
Figure 4 shows results where LASSBIio 693, 694, 743 and 752 showed an antithrombotic potential
increasing the survival of the animals to 53, 33, 80 and 80 %, respectively when compared to
control group in which only 16 % of animals survived.

The acylhidrazone compounds were also tested in a model of thrombosis induced in the
vena cava vein in rats. Interestingly in this model compounds LASSBio 743 and 752 displayed
antithrombotic effect in the tested doses as shown in figure 5.

So far our results indicate that compounds LASSBio 743 and 752 are potential candidates

for the treatment or prevention of thromboembolic conditions by oral administration.
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DISCUSSION

The study of natural or synthetic inhibitors of the hemostatic process, as well as the
detailed structural briefing of the enzymatic specificity of blood factors enzymes or platelet receptors
are important sources of information for the design of new antithrombotics drugs. Due the potential
importance in physiopathological processes, currently it exists an enormous investment of the
pharmaceutical industries and groups of research for the development of highly specific synthetic
inhibitor.

The described acylhidrazones derivatives in this work had been drawn from the rationally
planned archetypes argotroban as thrombin inhibitors [14-19]. Our group has previously showed
that LASSBIio 693, 694, 743 and 752 seams to act specifically toward thrombin induced platelet
aggregation [14]. Nevertheless, we have shown here that only LASSBio 693 showed low potential
to inhibit thrombin catalytic activity toward chromogenic substrate while LASSBio 694 inhibited only
fibrinogen clotting in high concentration. On the other hand any of these compounds induced
prolongation of clotting time indicating that they are not anticoagulant as expected for direct
thrombin inhibitors. Drugs such ximelagatran or argatroban that inhibits thrombin at catalytic site are
able to prolong clotting time [20-21]. Another class of thrombin inhibitors are the bicyclic lactam
inhibitors that presents inhibitory activity toward thrombin, they rapidly inhibit thrombin with a Ki< 10
nM; they are highly selective and without effect on proteases of the anticoagulation [22].

Since LASSBIio 693, 743 and 752 showed to specifically inhibit thrombin induced rabbit
platelet aggregation [14]. We focused our attention on thrombin platelet receptors specially PAR in
rat platelet. The PAR receptors are express in some types cellular, being therefore, involved also in
distinct processes other than hemostasis. [23-24].

Human platelets express PAR-1 and PAR-4, whereas the mouse and rat platelets express
PAR-3 and PAR-4. In mouse and rat platelets, PAR-3 serves as a co-receptor for PAR-4 wherein
thrombin binds to PAR-3 and PAR-4, and cleaves the amino terminus of PAR-4 [6, 25]. Again using
rat platelet we have been the able to confirm the capability of these molecules to inhibit thrombin
induced aggregation. In order to access the effect toward PAR-4 we used TRAP-4A (AYPGQV-
NH,) to induced platelet aggregation in the presence of these molecules. The compound LASSBio
693 inhibited the rat platelet aggregation (IC5=151.1 yM) induced by TRAP-4A similarly to other
selective inhibitory molecules such as YD-3. YD-3 inhibited the aggregation platelet of rabbit
platelets (IC5,=28.3 yM) and human platelets (IC5,=0.13 pM) [26-27]. On the other hand, LASSBio
693 also inhibited the platelet aggregation induced by ADP, even so demonstrating a distinct profile
of that one presented by the indometacin. The data presented here indicate that the LASSBio 693
compound may present two mechanisms of inhibition of the platelet aggregation: inhibiting PAR-4
receptor and/or signaling.

The LASSBIo 743 has been capable to moderately inhibit the platelet aggregation induced
by thrombin (ICss> 200 pyM) and LASSBio 752 significantly inhibited the platelet aggregation
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induced by this agonist (ICs,= 109.8 pM) Nevertheless, LASBio 743 did not show significant
inhibition when the aggregation was induced by the agonists of receptor PAR-4 or ADP. As well as
LASBio 753 which had its IC50 increased when the agonist used was TRAP-4.

The current drugs for the prevention and the treatment of the venous thromboembolism
(VTE) include the heparin, of low molecular weight heparins and warfarin [27-28]. Presently these
compounds possess disadvantages. Because of that numerous studies are being conducted in
order to describe new antiplatelets and anticoagulant drugs. For that reason we decided to analyze
the profile of these compounds different thrombosis models in vivo.

LASSBio 693, 743 and 752 showed an antithrombotic potential when the
thromboembolism pulmonary was induced by norepinephrine and collagen or thrombin, increasing
the percentage of survival of the animals treated in relation to the control group. On the other hand
only LASSBio 743 and 752 showed to impair venous thrombosis formation. None of these
compounds lead to an hemorrhagic bleeding (data not shown). Some correlation between in vitro
and in vivo activity can be observed. LASSBio 694 which presents a moderate activity toward
thrombin but also inhibited ADP (this study) and collagen (14), showing a broader profile, has only a
mild protection against thromboembolism. LASSBio 693 that presented a better effect against PAR-
4, was also effective to protect from thromboembolism but, at doses tested it was inefficient to
prevent venous thrombus formation. LASSBio 752 presented the best inhibition toward thrombin
induced platelet aggregation and could prevent thromboembolism and venous thrombus formation.
Interestingly LASSBIo 743 has been capable to moderately inhibit the platelet aggregation induced
by thrombin, this did not show significant inhibition when the aggregation was induced by the
agonists of receptor PAR-4 or ADP. Nevertheless this compound presented very important
antithrombotic potential, significantly increasing the survival of the animals in relation to the groups
controls (two assays) and also prevent venous thrombus formation. The mechanism of action of
these compounds, specially LASSBio 743, is yet to be clarified. Since these compounds are given
orally for the animals we can not discard a possible metabollization that will lead to more effective
compounds. This hypothesis is under investigation in our laboratory.

In summary, the activity profile of this new class of acylhidrazones indicate a potential
antithrombotic activity: which may in part be correlated with the preferential inhibition of thrombin
induced platelet aggregation rather than anticoagulation activity. An important observation is that
the antithrombotic activity was observed by oral administration. This novel class of compounds has

potential for therapeutics application for thromboembolism and venous thrombosis.
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Figure Legends

Figure 1: Inhibitory effect acylhydrazone derivatives upon a-thrombin catalytic activities.

Compounds were incubated with a-thrombin (2 nM, final concentration) for 1 min prior to addition of
(A) S-2238 (0.2 mM, final concentration) or (B) fibrinogen human (0.2 mM, final concentration). The
rate of hydrolysis in the absence of acylhydrazones was taken as 0% inhibition. Curves are one

representative of three independent experiments.

Figure 2: Effect of acylhydrazone derivatives on platelet aggregation.

Washed rat platelets were used for platelet aggregation induced by (A) thrombin (10 nM, final
concentration) and (B) TRAP-4A (AYPGKF) (0.25 mM, final concentration). Acylhydrazones at 50
UM (black columns), 100 uM (gray columns) or 200 uM (white columns) were preincubated for 1
min with platelet prior to addition of agonists (thrombin and TRAP-4A) Platelet-rich plasma was
used for aggregation platelet induced by (C) ADP (6 uM, final concentration). and compounds at
200 puM (black columns), 400 pM (gray columns) or 600 uM (white columns) were preincubated for
1 min with platelet prior to addition of ADP. Indometacin was used as positive control. Inhibitory
action was represented as ratio vs. aggregation of platelets when DMSO was added in solution with
washed platelets or platelet-rich plasma. Results shown represent the mean + SD of three

independent experiments.

Figure 3: Antithrombotic effect of compounds in a pulmonary thromboembolism model
induced by collagen and epinephrine.

Acylhydrazones derivatives or indometacin were given orally (100 umol/kg; 0.1 ml/20 g) as a
suspension in 5 % arabic gum in saline (vehicle), 60 min before i.v. injection of the thrombogenic
stimulus. Thrombotic event was induced by a suspension of the collagen and norepinephrine (0.5
mg/ml), and the survival rate was evaluated 15 minutes after thrombotic event. Results shown

represent the mean = SD of 3 groups of 10 animals each.

Figure 4: Antithrombotic effect of compounds in a pulmonary thromboembolism model
induced by thrombin.

Acylhydrazones derivatives or indometacin were given orally (100 umol/kg; 0.1 ml/20 g) as a
suspension in 5% arabic gum in saline (vehicle), 60 min before i.v. injection of the thrombogenic
stimulus. Thrombotic event was induced by human thrombin (2000 Ul/kg animal), and the survival

165



rate was evaluated 15 minutes after thrombotic event. Results shown represent the mean + SD of 3

groups of 5 animals each.

Figure 5: Antithrombotic effect of compounds in a stasis-induced venous thrombosis model.
Acylhydrazones derivatives were given orally (100 umol/kg; 0.1 ml/20 g) as a suspension in 5%
arabic gum in saline (vehicle), 60 min before i.v. injection of the thrombogenic stimulus. The cava
vein was exposed and the thrombotic event was induced by thromboplastin (3 mg/kg) and stasis
after 20 min the thrombus was weigthed ival Results shown represent the mean + SD for each

compound tested.
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Table 1: ICso the Acylhydrazone derivatives on platelet aggregation induced by phisiological

and synthetic agonists.

Compounds Thrombin TRAP-4A ADP
Indometacin 139,7 uM ND (> 200 uM) 418,5 uM
L-693 184,7 uM 151,1 uM 394,8 uM
L-694 139 uM 158,8 UM 335,2 uM
L-743 ND (> 200 uM) ND (> 200 uM) 497,0 uM
L-752 109,8 uM 171,6 uM 362,7 uM
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Figure 3
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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