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RESUMO

A hemostasia ¢ o recurso bioldgico responsavel pela manutengdo do sangue em estado
fluido nos vasos sanguineos em condigdes fisioldgicas. Eventos trombdticos tem
impacto direto sobre a morbimortalidade mundial. Antiagregantes e anticoagulantes sdo
essenciais na terapéutica medicamentosa para tratar distirbios da hemostasia, porém, as
terapias convencionais apresentam inimeros efeitos adversos o que torna seu uso
limitado. O desenvolvimento de compostos sintéticos foi um marco na busca por novos
farmacos, diante disso, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a agdo de uma
série de piranocumarinas € cromenos sintéticos sobre a agregacao plaquetaria ¢ a
coagulacdo sanguinea humana. Previamente a realizagdo de todos os experimentos, as
amostras de plasma pobre ou rico em plaquetas foram incubadas por 5 minutos a 37 °C
com os compostos ou com dimetilsulfoxido 0,5% v/v (controle). Os resultados dos
ensaios de agregacdo plaquetiria por turbidimetria empregando-se difosfato de
adenosina (ADP) e epinefrina como agonistas demonstraram que as duas séries de
compostos sintéticos inibiram significativamente a agregacdo plaquetaria estimulada
pelos mesmos. A agdo dos compostos sobre as vias da coagulacdo foi elucidada pelos
testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).
Nenhuma composto causou prolongamento clinicamente significativo do TP e do TTPa.
Estudos in silico demonstraram que piranocumarinas teriam maior probabilidade de
desenvolver eventos de toxicidade quando comparadas aos cromenos. Os cromenos
SEM 39, 40 e¢ 42 foram selecionados para o prosseguimento dos testes devido a sua
similaridade estrutural, bem como, seu efeito promissor sobre a agregagao das plaquetas
e devido a sua baixa toxicidade tedrica. O método de exclusdo por azul de Trypan
demonstrou que nenhum dos cromenos selecionados diminuiu significativamente a
viabilidade das plaquetas. Os trés cromenos induziram respostas a agregacao
dependentes da concentracdo testada, mas nao do tempo de incubagdo. As Clsp foram
determinadas utilizando-se o ADP, a epinefrina e o coldgeno como agonistas; as
melhores Clso do SEM 39, 40 e¢ 42 foram obtidas quando as plaquetas foram
estimuladas com epinefrina sendo de 94,19 + 1,47 uM, 61,53 + 1,80 uM, 110,00 £+ 2,07
uM, respectivamente. Os perfis das curvas de agregagcdao sugerem que o provavel
mecanismo de agdo dos trés cromenos esta relacionado com a inibicdo da amplifica¢do
de sinal pré-agregante (secrecdo de granulos ou produgdo de tromboxano A2 (TxA2).
Os trés cromenos reduziram de maneira efetiva a ativagdo plaquetaria ao reduzir a
expressao de Gpllb/Illa ativada. Os compostos SEM 40 e 42 nao inibiram de forma
expressiva a secre¢dao de granulos a (P-selectina), sugerindo que a inibicao da secre¢do
de granulos ndo ¢ o principal mecanismo de acdo destes compostos. Os trés compostos
selecionados inibiram significativamente a agregacdo estimulada por 4cido
araquidonico, mesmo em uma concentragdo inferior a sua Clso (31,2 uM). A compilagao
de todos os resultados sugere que os cromenos SEM 39, 40 e 42 podem ser utilizados
como protdtipos para o desenvolvimento de farmacos antiagregantes, uma vez que, nao
se apresentaram toxicos para as plaquetas e seu possivel mecanismo de acdo estd
relacionado com a inibi¢ao da via do TxA2.

Palavras-chave: Hemostasia; Piranocumarinas; Cromenos; Antiagregante;
Tromboxano A2.



ANTIPLATELET ACTIVITY OF A SERIES OF SYNTHETIC
PYRANOCUMARINESAND CHROMENES

Hemostasis is the biological resource responsible for maintaining blood in a fluid state
in blood vessels under physiological conditions. Thrombotic events have a direct impact
on worldwide morbidity and mortality. Antiaggregants and anticoagulants are essential
in drug therapy to treat hemostasis disorders, however, conventional therapies have
numerous adverse effects, which makes their use limited. The development of synthetic
compounds was a milestone in the search for new drugs, therefore, the general objective
of this study was to evaluate the action of pyranocoumarins and synthetic chromenes on
platelet aggregation and human blood coagulation. Prior to carrying out all experiments,
the plasma samples that were poor or rich in platelets were incubated for 5 minutes at 37
°C with the compounds or with 0.5% v/v dimethylsulfoxide (control). The results of
platelet aggregation assays by turbidimetry using adenosine diphosphate (ADP) and
epinephrine as agonists demonstrated that the two series of synthetic compounds
significantly inhibited platelet aggregation stimulated by them. The action of the
compounds on the coagulation pathways was elucidated by the prothrombin time (PT)
and activated partial thromboplastin time (APTT) tests. No compound caused clinically
significant prolongation of PT and APTT. In silico studies have shown that
pyranocoumarins are more likely to develop toxicity events when compared to
chromenes. Chromene SEM 39, 40 and 42 were selected for further testing due to their
structural similarity, as well as their promising effect on platelet aggregation and due to
their low theoretical toxicity. The Trypan blue exclusion method demonstrated that
none of the selected chromenes significantly decreased platelet viability. The three
chromenes induced aggregation responses dependent on the concentration tested, but
not on the incubation time. IC50 were determined using ADP, epinephrine and collagen
as agonists; the best IC50 of SEM 39, 40 and 42 were obtained when platelets were
stimulated with epinephrine being 94.19 £ 1.47 uM, 61.53 = 1.80 uM, 110.00 £ 2.07
uM, respectively. The profiles of the aggregation curves suggest that the probable
mechanism of action of the three chromenes is related to the inhibition of the
amplification of the pro-aggregant signal (secretion of granules or production of
thromboxane A2 (TxA2). The three chromenes effectively reduced platelet activation
by reducing the expression of activated GplIb/Illa. Compounds SEM 40 and 42 did not
significantly inhibit a granule secretion (P-selectin), suggesting that inhibition of
granule secretion is not the main mechanism of action of these compounds. The three
selected compounds significantly inhibited arachidonic acid-stimulated aggregation,
even at a concentration lower than their IC50 (31.2 uM). The compilation of all the
results suggests that the SEM 39, 40 and 42 chromenes can be used as prototypes for
anti-aggregating drugs, since they were not toxic to platelets and their possible
mechanism of action is related to the inhibition of the blood pathway. TxA2.

Keywords: Hemostasis; Pyranocoumarins; Chromenes; Antiaggregant; Thromboxane
A2.
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1 INTRODUCAO

A hemostasia € o recurso bioldgico responsavel por interromper o sangramento
em um local de lesdo a0 mesmo tempo que mantém normal o fluxo sanguineo nas
regides que ndo foram afetadas. Os mecanismos hemostaticos compreendem eventos
bioquimicos € mecanicos que atuam em harmonia para permitir uma producdo agil de
coagulos, delimitacao da area afetada, bem como possibilitar a dissolu¢ao do trombo
quando o endotélio for reparado (GALE, 2011; TOMAIUOLO; BRASS; STALKER,
2017).

A trombose pode ser definida como um disturbio patoloégico decorrente da
ativacdo e disseminacdo inadequada dos componentes hemostaticos pro-coagulantes que
abrange tanto o sistema venoso como o sistema arterial do organismo (BANE;
GAILANI, 2014). A trombose arterial ¢ principalmente desencadeada pela formagao de
agregados plaquetdrios, sendo responsdvel pelo desenvolvimento de doengas
cardiovasculares (DCV) como o infarto agudo do miocardio (IAM) (FREDENBURGH;
WEITZ, 2018; HOFFMAN, 2019). Coagulos venosos sdo compostos principalmente
por hemacias ¢ fibrina e, geralmente, sdo os desencadeadores da trombose venosa
profunda (TVP) e da embolia pulmonar (EP) (MYERS et al., 2020).

Eventos tromboticos tem impacto direto sobre a morbimortalidade mundial. Mais
de 10 milhdes de mortes sdo computadas todo ano devido as doengas do aparelho
circulatorio, destes nimeros, estimam-se que meio milhdo de mortes sdo oriundas da
Unido Europeia (UE) (KOENIG-OBERHUBER; FILIPOVIC, 2016).

Antiagregantes e anticoagulantes sdo essenciais na terapéutica medicamentosa
atual, uma vez que diminuem o risco de trombose e previnem doengas desencadeadas
pelo desequilibrio hemostatico (LORGA FILHO et al., 2013).

Os antiagregantes como o acido acetilsalicilico (AAS) e o clopidogrel sao uma
das terapias medicamentosas mais utilizadas para prevenir eventos trombo-oclusivos
isquémicos e complicacdes secundarias decorrentes de disturbios vasculares. Embora
tenham evoluido, as terapias antiagregantes ainda se apresentam com numerosas
limitagdes como a variabilidade na resposta individual e o risco aumentado de
sangramentos (WALLER; SAMPSON, 2018; XIANG et al., 2019).

Anticoagulantes como os antagonistas da vitamina K (varfarina) sdo alguns dos

farmacos mais prescritos na pratica clinica. Usados para o tratamento e prevencao do
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tromboembolismo venoso, esses medicamentos tem como mecanismo de agdo a
inibicdo de componentes sanguineos vinculados a execucao da hemostasia, por esse
motivo, pacientes anticoagulados tem significativas chances de desenvolverem
sangramentos graves (BANE; GAILANI, 2014).

Diante das numerosas limitagdes que as terapias convencionais para tratamento
de doencas tromboticas apresentam e tendo em vista o aumento no numero da
populagdo 1idosa, o que estd associado a uma maior incidéncia de distirbios
tromboembdlicos, ¢ de suma importancia a busca por novos protdtipos farmacolédgicos
que possam apresentar menos efeitos adversos assim como, eventualmente mecanismos
de acdo distintos dos farmacos ja existentes no mercado (BOTELHO; MARTINS;
REIS, 2018; BROUSSALIS et al., 2014).

Produtos naturais sempre foram uma importante fonte de novas moléculas com
potenciais farmacolégicos. Porém, devido as complicagdes econdmicas e quimicas em
desenvolver farmacos a partir de moléculas naturais, estratégias foram desenvolvidas
com o intuito de aprimorar a buscar por novos protdtipos farmacoldgicos, dessa forma,
a quimica combinatdria ganhou cada vez mais espagco no mercado farmacéutico
(SANGI, 2016; VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

O desenvolvimento de compostos sintéticos foi um marco na busca por novos
farmacos. A construcdo de séries inteiras de substincias quimicas com pequenas
modificagdes estruturais e diferentes graus de complexidade possibilitou compreensodes
mais aprofundadas sobre relacdo estrutura-atividade além de agilizar o tempo de estudo
(GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; VIEGAS JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006). Perante o exposto, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar
o comportamento biologico de piranocumarinas € cromenos sintéticos sobre a agregagao

plaquetaria e a coagulagdo sanguinea.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de piranocumarinas e cromenos sintéticos sobre a agregacao

plaquetaria e a coagulagdo sanguinea humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a acdo dos compostos sintéticos das duas classes frente a agregacdo
plaquetaria utilizando o difosfato de adenosina (ADP) e a epinefrina como agonistas;

- Determinar os efeitos dos compostos sintéticos sobre o tempo de protrombina
(TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa);

- Realizar a andlise de parametros teodricos preditivos de toxicidade e de
biodisponibilidade oral dos compostos por meio de modelos computacionais;

- Selecionar os compostos sintéticos com melhor a¢do antiagregante e menor
toxicidade prevista, e verificar seu efeito sobre a viabilidade de plaquetas;

- Selecionar os compostos sintéticos com melhor potencial antiagregante e
avaliar os seus efeitos sobre a agregacdo plaquetaria induzida por coldgeno e acido
araquidonico (AA);

- Analisar se a atividade dos compostos selecionados ¢ dependente do tempo de
tratamento e da concentracdo do composto, bem como determinar a concentragdo
inibitdria de 50% (Clso) dos compostos na agrega¢dao induzida por ADP, epinefrina e
colageno;

- Investigar o efeito dos compostos sintéticos com melhor atividade

antiagregante sobre a ativagao e secre¢ao plaquetaria.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HEMOSTASIA

A hemostasia ¢ o recurso biologico responsavel pela manutencdo do sangue em
estado fluido nos vasos sanguineos em condig¢des fisiologicas (OLAS; BRYS, 2019). Os
mecanismos hemostaticos compreendem eventos bioquimicos € mecanicos que atuam
em harmonia para permitir a produgao agil de codgulos onde a integridade do vaso
estiver lesada, delimitar a extensdo dos codgulos e possibilitar a dissolugdo do trombo,
quando o endotélio for reparado (TOMAIUOLO; BRASS; STALKER, 2017; ZAIDI,
GREEN, 2019).

Os segmentos responsaveis pelo processo de hemostasia sdo as plaquetas, fatores
e inibidores da coagulagdo, vasos sanguineos ¢ componentes fibrinoliticos, que atuam
simultaneamente para interromper de forma rapida e eficaz o sangramento.
Didaticamente, a interagdo desses componentes pode ser dividida em trés fases:
hemostasia primaria, caracterizada pela interacdo das plaquetas com a parede vascular
lesada e consequente formagdo de um tampao plaquetario, com o intuito de cessar a
perda sanguinea; hemostasia secundaria, que tem por func¢do produzir fibrina a fim de
estabilizar o tampao plaquetaria formado; e a fibrin6lise, responsavel por degradar a
fibrina e dissolver o coagulo, evitando assim, complicagdes tromboticas

(HOFFBRAND; HOSS, 2013; LEONARDI, 2019; ZAIDI; GREEN, 2019).

3.2 HEMOSTASIA PRIMARIA

3.2.1 Plaquetas

Por meio da estimulagdo do hormoénio trombopoetina, dd-se a maturagdo dos
megacaridcitos que originam a partir de suas extremidades as plaquetas. As plaquetas
sdo células com formato discoide, possuem didmetro de 1 a 4 pm, e vida util entre 7 e
10 dias, seguindo para sua eliminacdo pelo bago e figado (HOFFBRAND; MOSS,
2013; QUEIROZ et al., 2017). Em um individuo adulto saudavel, sao originadas 100
bilhdes de plaquetas novas ao dia, convertendo-se em uma contagem de

aproximadamente 150-400 x 10° plaquetas/L (OLAS; BRYS, 2019).
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Embora anucleadas, as plaquetas possuem inumeras estruturas funcionais,

caracteristicas de células completas, que lhe permitem consideraveis atuacdes no

organismo, integrando, além da hemostasia, os processos de cicatrizacdo de feridas e

promocao e inibicao de inflamagdes (Figura 1) (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017).

Quanto a sua composicdo estrutural, as plaquetas podem ser divididas em trés zonas:

zona periférica, zona do sistema de microtiibulos e zona das organelas (MANCUSO;

SANTAGOSTINO, 2017).

Figura 1 - Estrutura plaquetaria
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Fonte: A autora.

A zona periférica compreende o glicocalix, a membrana plasmatica e o

citoesqueleto. O glicocalix ¢ uma estrutura formada por glicoproteinas e glicolipideos,

cuja principal fungdo € atuar como uma barreira, a fim de impedir a agregacdo

espontanea entre plaquetas. J4 a membrana plasmatica ¢ uma das estruturas essenciais

para a sinalizagdo plaquetaria, onde estdo acopladas inumeras glicoproteinas de

membrana (Gp) e receptores acoplados a proteina G; além disso, sua constitui¢do

fosfolipidica contribui como subproduto para a ativacao de diversos fatores presentes na
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cascata de coagulagdo. Por fim, o citoesqueleto ¢ o responsavel pela manutengdo da
forma discoide e integridade celular das plaquetas em repouso (CASTRO, 2006;
HARTWIG, 2013; THOMAS, 2019).

A zona dos microtubulos é composta pelo sistema canalicular aberto e sistema
tubular denso. O primeiro, acoplado a superficie plaquetdria, ¢ uma extensdo da
membrana plasmatica e atua interligando o meio extracelular com a por¢ao interna da
plaqueta podendo, também, servir de caminho oposto, contribuindo dessa maneira, para
a liberacdo do conteudo granular presente no citoplasma plaquetario. Além disso, ao
ocorrer a ativagdo plaquetaria, a modificagdo estrutural demanda um aumento da area de
superficie da plaqueta, esse aumento ¢ fornecido pelos “reservatorios” de membrana
plasmatica que formam o sistema canalicular aberto. O sistema tubular denso, oriundo
do reticulo endoplasmatico, é responsavel pelo armazenamento intracelular de ions de
calcio (Ca'™), essenciais para a plaqueta desempenhar o seu papel na agregacio
(CASTRO, 2006; POLL; PARKER, 2020; THOMAS, 2019).

Na porcdo das organelas, estdo dispostos constituintes celulares como
mitocondrias, além dos granulos-a, os granulos densos, os lisossomos ¢ os granulos T,
que tém por finalidade secretar para o meio extracelular substancias primordiais para a
agregacao plaquetaria e a coagulagdo sanguinea (POLL; PARKER, 2020; THOMAS,
2019).

3.2.2 Endotélio vascular

O sistema circulatorio € coberto por uma camada de células longas e planas
intituladas endotélio vascular. As células endoteliais encontram-se anatomicamente em
uma regido que permite sua interagdo com o meio extra e intravascular. Suas principais
funcdes sdo: 1) controlar o estado fluido do sangue; ii) agir como um bloqueio seletivo
entre as substancias trombogénicas encontradas nas camadas mais profundas da parede
vascular e o fluxo sanguineo; iii) sintetizar e liberar substancias atuantes na agregagao
plaquetaria como o fator de von Willebrand (FvW) e o colageno; iv) produzir inibidores
da coagulagdo sanguinea como o sulfato de heparano; e v) sintetizar ativadores da
fibrindlise como o ativador de plasminogénio do tipo tecidual (tPA) (CAHILL;
REDMOND, 2016; CRISWELL, 2018).
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Quando os vasos sanguineos estdo integros, grande parcela das plaquetas ndo
interage de forma expressiva com as células endoteliais. Isso deve-se ao fato que o
endotélio sintetiza substancias como o o6xido nitrico, o sulfato de heparano ¢ a
prostaglandina I2 (PGI2), que mantém a permeabilidade vascular, tornam-no
antitrombogénico (BROOS et al., 2011; CRISWELL, 2018). Quando a integridade do
vaso ¢ lesada, as substancias trombogénicas encontradas na matriz intravascular, como
o FvW e o colageno, sdo expostas ao fluxo sanguineo, tornando o ambiente pro-
trombotico. Essa altera¢do de estado resulta em uma sequéncia de eventos que culmina
na formag¢ao de um trombo plaquetério. Esses eventos podem ser divididos em: adesdo,
ativacdo, secrecdo e agregacdo plaquetdria (CRISWELL, 2018; POLL; PARKER,
2020).

3.2.3 Adesao plaquetaria

A adesdo plaquetdria inicial ocorre apds a ligagdo do dominio A1 do FvW com a
parte Ib da glicoproteina Gplb/V/IX presente na membrana plaquetaria (Figura 2). Essa
interagdo ¢ primordial para a formagdo do trombo plaquetario, uma vez que o complexo
FvW-Gplb atua desacelerando as plaquetas, mantendo-as proximas ao subendotélio
exposto e permitindo, dessa forma, a interagdo desse com outros receptores plaquetarios
como GpVI e a integrina a2B1 (Gpla/lla). O colageno exposto pela lesao vascular se
liga as plaquetas por meio de dois receptores especificos, o GpVI e a integrina a2B1. A
GpVI é um membro da familia de imunoglobulinas que possui baixa afinidade pelo
colageno, assemelhando-se a Gplb, e ¢ incapaz de mediar sozinha a adesdo plaquetaria.
Por outro lado, a GpVI induz forte sinalizagcao por meio de suas cadeias FcRy, tornando-
se imprescindivel para uma agregacao estavel. Ao ligar-se com o colageno, a integrina
a2P1 atua aprimorando a ligacdo colageno-GpVI, o que acaba acarretando a ativacdo de
outras glicoproteinas como a GplIb/Illa. A ativacdo de ambos receptores € sinérgica, ou
seja, um amplia a atividade do outro, resultando em uma adesdo plaquetaria resistente
junto ao colageno (BROOS et al., 2011; BROOS et al.,, 2012; CLEMETSON;
CLEMETSON, 2019; L1, 2019).
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Figura 2- Interacdes da fase de adesdo plaquetaria
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FvW - Fator de von Willebrand; Gp - Glicoproteina; TxA2 - Tromboxano A2. Fonte: adaptado de
HALKAR; LINCOFF, 2016.

O processo de adesdo culmina na formacgao de um aglomerado plaquetario ligado
diretamente a regido lesionada do vaso lesado, o que desencadeia o acionamento de

inimeras vias de ativagao plaquetaria (BROOS et al., 2011).
3.2.4 Ativacio plaquetaria

As plaquetas dispdoem de intimeras vias de ativacdo distintas, todas
desencadeadas quando um agonista interage com seu receptor especifico acoplado a
membrana plaquetaria (Figura 3) (POLL; PARKER, 2020). Os agonistas mais
importantes para a ativagdo das plaquetas sdo o ADP, o coldgeno, o tromboxano A2

(TxA2), a trombina e a epinefrina (TOMAIUOLO; BRASS; STALKER, 2017).
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Figura 3 - Mecanismos de ativacao plaquetaria
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ADP - difosfato de adenosina; a2-a - a2-adrenérgicos; Gp — glicoproteina; PI3K - fosfatidilinositol 3-
quinase; PLC - fosfolipase C; PIP2 - fosfatidilinositol 4-bifosfato; DAG — diacilglicerol; IP3 - trifosfato
de inositol; Ca*? — calcio; PKC - proteina quinase C; PLA2 — fosfolipase A2; TxA2 — tromboxano A2;
AC - adenilato ciclase; AMPc - adenosina monofosfato ciclico, VASP - fosfoproteina estimulada por
vasodilatador; PKB - proteina quinase B. Fonte: adaptado de BROOS et al., 2011.

De modo geral, acredita-se que a ativacdo plaquetdria ocorra principalmente a
partir do estimulo do receptor GpVI via ligagdo com o coldgeno. Essa interagdo ¢
mediada por tirosina-quinase que auxilia na liberagdo e ativacdo da fosfatidilinositol 3-
quinase B (PI3Kp), este, por sua vez, ativa a fosfolipase Cy2 (PLCy2). A PLCy2
hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) resultando na produgdo de inositol
1,4,5 trifosfato (IP3) e 1,2-diacilglicerol (DAG). O IP3 atua em seu receptor no sistema
tubular denso das plaquetas, promovendo a liberagdo de Ca*? para o citoplasma. O
aumento da concentragdo de célcio citoplasmético ¢ seguido por uma sequéncia de

sinalizagdes celulares em cadeia, a qual produz diversas respostas que, agregadas, sao
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denominadas ativacdo plaquetaria (BROOS et al., 2011; ALLFORD; MACHIN, 2004;
CLEMETSON, 2012; VILAHUR et al., 2018). O DAG atua ativando a proteina quinase
C (PKC), essa ativagdo resulta em uma gama de reagdes como ativagao da fosfolipase
A2 (PLA2), alteracdo no formato da plaqueta, secrecdo dos granulos e geragdo de
TxA2, culminando, assim, na agrega¢do plaquetaria também (BROOS et al., 2012;
VILAHUR et al., 2018).

O ADP ¢ um dos principais agonistas plaquetarios. Ele ¢ secretado pelos
granulos densos e estimula a ativagdo das plaquetas ao interagir com trés diferentes
receptores: P2X1, P2Y1 e P2Y 12, sendo o primeiro ligado a canais idnicos e os ultimos
dois acoplados a proteina G (OURY et al., 2015; SON et al., 2017). O receptor P2X1 ¢
encarregado de realizar o 4gil influxo de Ca*? extracelular e mudanga conformacional
das plaquetas, porém, como sua agdo ¢ transitoria, o P2X1 por si s6 ndo ¢ capaz de
estabelecer um agregado plaquetario estivel (CATTANEO, 2019a; CHANG et al.,
2010; KOESSLER et al., 2018). O P2Y1 ¢ um receptor acoplado a proteina Gq que, ao
ser estimulado, ativa a PLCB2 e esta, por sua vez, hidrolisa o PIP2, resultando na
formagao de IP3 e DAG que, consequentemente, desencadeara eventos de ativagdo
plaquetaria (ASLAM et al., 2013; CATTANEO, 2019a).

O receptor P2Y1 inicia a agregacdo das plaquetas, porém, a sinalizagdo
promovida por sua ativa¢do ndo € o suficiente para a formacdo de um agregado estavel,
por essa razao, ¢ fundamental a ligagdo do ADP ao receptor P2Y 12, responsavel pela
estabilizacdo da agregacdo (PFEFFERKORN et al., 2008; ZHAN et al., 2007). No
momento em que o ADP entra em contato com receptor P2Y 12 acoplado a proteina Gi,
acontece o desbloqueio das subunidades contidas na proteina Gi: ai e Pi. A fragdo ai
bloqueia a adenilato ciclase (AC), o que resulta na diminuicdo das concentragdes
citosolicas de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), reduzindo, dessa forma, a
fosforilacdo da fosfoproteina estimulada por vasodilatador (VASP) que ¢ encarregada
da ativacdo ou bloqueio do receptor Gpllb/Illa. A fragdo Pi, por sua vez, ativa a PI3K
que, juntamente com a estimulacdo de outras proteinas, também ativa a Gpllb/Illa
(ANGIOLILLO; FERREIRA, 2010; CATTANEO, 2019b; WALLER; SAMPSON,
2017).

A epinefrina ¢ um agonista que se liga a receptores a2-adrenérgicos acoplados a
proteina Gi. Como mencionado acima, os agonistas que interagem com a proteina Gi

desencadeiam uma cascata de sinaliza¢do que culmina na diminui¢do de AMPc que, por
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sua vez, atua aumentando a concentragio de Ca™? intracelular, estimulando, assim, a
PLA2 (BROOS et al., 2012; TOMAIUOLO; BRASS; STALKER, 2017). A PLA2 atua
hidrolisando fosfolipideos de membrana da plaqueta como a fosfatidilcolina, que auxilia
na liberagio de AA (NAKAMURA et al., 1997, WOULFE, 2005). A enzima
cicloxigenase 1 (COX 1) fragmenta o AA dando origem a prostaglandinas. A enzima
tromboxano sintetase atua sobre as prostaglandinas gerando o TxA2. O TxA2 ¢
secretado pelas plaquetas ativadas e liga-se aos seus receptores (TPa e TPP) de
superficie plaquetaria. Esses receptores acoplados a proteina Gq ativardo as suas vias de
sinalizacdo, o que acarretara na secrecdo de granulos, mudanga conformacional e
ativagdo da Gpllb/Illa (BROOS et al., 2012; TOMAIUOLO; BRASS; STALKER,
2017).

A trombina também ¢ um mediador essencial para uma ativacao persistente das
plaquetas em reflexo ao dano tecidual. Ela ¢ liberada pelos granulos-a e interage com as
plaquetas por meio dos seus dois receptores ativados por proteases (PAR-1 e PAR-4),
ambos iniciadores de sinalizacdo pela via da proteina Gq, que desencadeia a
estimulacao da PLCB2 e, consequente, formacao de TxA2 e ativagdo da Gpllb/Illa. O
receptor PAR-1 possui alta afinidade pela trombina, porém, sua ligacdo desencadeia
agregacdes leves e passageiras, por outro lado, o PAR-4 ¢ menos compativel com o
agonista, mas sua ativagdo propicia a formagdo de trombos estaveis (CANDIA, 2012;
CLEMETSON, 2012; TOMAIUOLO; BRASS; STALKER, 2017; VILAHUR et al.,
2018).

3.2.5 Secrec¢io plaquetaria

A ativacdo plaquetaria esta ligada a um grupo de modificagdes morfologicas e
quimicas que permitem as plaquetas alteragdes no citoesqueleto de actina, formacao dos
pseuddpodes e, consequentemente, aumento na area superficial da plaqueta. O sistema
contratil actina-miosina ¢ o responsavel pela difusdo granular sobre a lesdo vascular.
Para que ocorra o alastramento dos granulos, ¢ necessaria a ativagao das principais vias
de sinalizacdo plaquetaria acima citadas (BYE; UNSWORTH; GIBBINS, 2016).

Os granulos-a sdo os principais granulos secretados pelas plaquetas, estima-se
que em uma unica plaqueta sdo encontrados aproximadamente 80 granulos-a. A fun¢do

deles provém do seu conteudo, que € composto por proteinas também expressas na
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superficie das plaquetas, como, GpIb/IX/V, GPVI, e Gpllb/Illa, e por proteinas soluveis
que sao liberadas no espago extracelular como os fatores de coagulagdo (I, V, IX e XIII)
e FvW. Além das proteinas, outras substancias sdo secretadas pelos granulos-o como
quimiocinas, moléculas de adesdo (P-selectina) e componentes do sistema imune
(imunoglobulina G) (BLAIR; FLAUMENHAFT, 2009; GOLEBIEWSKA; POOLE,
2015; KANNAN; AHMAD; SAXENA, 2019). A P-selectina (CD62P) ¢ uma molécula
de adesao celular que se apresenta na superficie externa da membrana apos a interagao
entre plaquetas e células endoteliais, ou seja, posterior aos processos de adesdo e
ativacdo plaquetaria. Por ser exposta somente quando ocorre a ativagdo das plaquetas, a
CD62P ¢ reconhecida como um biomarcador de ativagdo plaquetaria
(KAZIMIERCZYK et al., 2018; WYSOKINSKI et al., 2018).

Os granulos densos possuem em sua composi¢do grandes concentragdes de
componentes como ADP, trifosfato de adenosina (ATP), cations (Mg>*, Ca**, K*), além
de aminas bioativas como a serotonina e a histamina (FLAUMENHAFT, 2013). Esses
pequenos constituintes liberados pelos granulos densos, em conjunto com moléculas
como o TxA2, agem nas plaquetas circulantes estabelecendo um feedback positivo,
resultando assim, na manuten¢do da agregacdo plaquetaria (FLAUMENHAFT;
SHARDA, 2019; GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015, WAHED; QUESADA;
DASGUPTA, 2020).

A degranulag¢do dos lisossomos acontece de maneira mais lenta que os demais
granulos, demandando um agonista mais potente. Os lisossomos plaquetarios
apresentam enzimas responsaveis pela degradagao de carboidratos, lipidios e proteinas,
sendo as hidrolases acidas as enzimas mais abundantes e necessarias para fragmentar e
extinguir o agregado plaquetario. Por fim, os granulos T atuam como um
compartimento de posicionamento e sinaliza¢do do receptor 9 do tipo pedagio (TLRY)
que, nas plaquetas, atua sobre o estresse oxidativo, a imunidade inata e a trombose

(CRISWELL, 2018; FLAUMENHAFT, 2013).
3.2.6 Agregacio plaquetaria
A agregacdo plaquetaria ¢ o resultado dos processos de adesdo, ativagdo e

secrecdo plaquetaria que culminam na formagdo do trombo plaquetdrio a partir de

interacdes mediadas pelo receptor Gpllb/Illa. Apods a ativagdo das plaquetas, ocorre a
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conversao da forma inativa da Gpllb/Illa para a ativa, o que permite sua ligacdo com
varias substancias extracelulares, principalmente o fibrinogénio, seu principal ligante.
Essa interagdo com o fibrinogénio permite a ativagao das plaquetas circulantes a partir
das plaquetas ja aderidas ao tampao, o que acaba por disseminar e estabilizar o trombo

plaquetario (AUSTIN, 2017; JOBLING; EYRE, 2013; SIRA; EYRE, 2016).

3.3 HEMOSTASIA SECUNDARIA

3.3.1 Cascata de coagulacio sanguinea

O processo de coagulacdo sanguinea se resume em um complexo enzimatico em
que substratos inertes, comumente apresentados como fatores de coagulagdo (F) e
nomeados por nimeros romanos, sdo modificados e ativados. Esses fatores sdo serina-
proteases que atuam em formato de cascata sequencial em que, um primeiro fator ¢é
ativado e este, por sua vez, aciona seu precursor inativo (zimogénio) e o ativa. O
precursor recém-ativado da sequéncia ao processo, acionando o zimogénio subsequente.
Muitos dos eventos de ativacdo de fatores necessitam de colaboradores como os
cofatores (fator V e VIII), o Ca™ e os fosfolipidios, para que o processo ocorra de
maneira eficaz. O desfecho da ativacdo em cascata dos fatores de coagulacdo da-se com
a formacdo de um codgulo estavel e rico em fibrina. A regulagdao desse complexo ¢
dependente de proteinas plasmaticas (anticoagulantes naturais) que controlam a
atividade e producdo desses varios fatores com a finalidade de prevenir possiveis
trombos intravasculares indesejados. Tradicionalmente, a cascata de coagulagdo ¢
dividida em via extrinseca e via intrinseca que terminam em uma via comum
(CRISWELL, 2018; FREDENBURGH; WEITZ, 2018; SMITH; MORRISSEY, 2019;
ZAIDI; GREEN, 2019).

O inicio do processo de coagulacdo da-se pela ativacdo da via extrinseca que,
resumidamente, € a ligacdo do fator tecidual (FT) com o fator VII ativado (FVIIa). O FT
¢ uma proteina de membrana integral que ¢ encontrada em fibroblastos subendoteliais,
células lisas e monocitos circulantes, sendo exposto principalmente quando ocorre uma
lesdao vascular. Em individuos saudéveis, o sangue comporta pequenas quantidades de
FVIla que, na inexisténcia de FT, possui atividade infima. Quando ocorre liberagdao de

FT, o fator VII (FVII) e o FVIla presentes na circulagdao ligam-se a ele, de modo
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dependente de Ca?", formando o chamado complexo tenase extrinseco. Esse complexo
FT/FVIla ¢ um catalisador da ativacdo do fator IX (FIX) da via intrinseca e do fator X
(FX) da via comum. Quando ativados, o FIX e o FX atuam ativando FX e FII,
respectivamente. Dessa forma, o complexo FT/FVIIa ¢ apontado como peca primordial
para o inicio da coagulacio sanguinca (FREDENBURGH; WEITZ, 2018;
KALATHOTTUKAREN; KIZHAKKEDATHU, 2018; YAN et al., 2018).

A via intrinseca envolve fatores existentes no plasma como pré-calicreina e o
cininogénio. Ela ndo demanda uma superficie vascular para ser ativada e produzir
fibrina. Essa via inicia-se quando o fator XII (FXII) ¢ ativado (FXIla) ao entrar em
contato com superficies de carga elétrica negativa como o colageno. O FXIla converte o
fator XI (FXI) em Xla e este, por sua vez, também ativa o FIX. O FIXa entdo se une
com o seu cofator, o fator VIIla (FVIIla) que ¢ encontrado, principalmente, na
superficie plaquetaria. Essa jungdo FIXa/FVIIla ¢ denominada complexo tenase
intrinseco que, com a influéncia de Ca?" e de fosfolipideos da membrana plaquetaria, é
encarregado de ativar o FX (ANNICHINO-BIZZACCHI; PAULA, 2018; OVERBEY;
JONES; ROBINSON, 2014; SMITH; MORRISSEY, 2019; ZAIDI; GREEN, 2019).

A ativagdo do FX pelas vias intrinseca e extrinseca desencadeia a chamada via
comum (Figura 4). O primeiro passo dessa fase consiste na ligacdo do FXa ao seu
cofator proteico, o fator V ativado (FVa) que, na presenca de Ca™> e uma membrana
fosfolipidica, forma o complexo protrombinase (FXa/FVa). Esse complexo ¢
encarregado de fazer a conversdo rapida de protrombina (FII) em trombina (FIla). A
trombina atua hidrolisando as ligagdes arginina-glicina do fibrinogénio liberando, dessa
forma, monomeros insoliveis de fibrina (Fla). Por fim, a trombina ativa o fator XIII
(FXIIIa) que atua na estabilizacdo da fibrina e consequente formagdo do codgulo que ird
selar o vaso e ainda preservar o tecido lesado até sua completa cicatrizagdo (AUSTIN,

2017; NORRIS, 2003; OVERBEY; JONES; ROBINSON, 2014).
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Figura 4 - Cascata da coagulagao

Via intrinseca - atvacsa por contato

CAPM
S
. o
@ D Via extrinseca
"
- = & —
GO = GO G — @
Vilta

FT |  Fatortecidual

Superficie fosfolipidica

Fonte: A autora.

O desenvolvimento dos coagulos de fibrina deve ocorrer de maneira regulada e
limitada ao local da injaria vascular a fim de previnir complicagdes trombdticas. As
responsaveis por desencadear esse processo de regulacdo sdo as células endoteliais
integras, que por meio de varios mecanismos ativam os anticoagulantes naturais que
incluem: o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), a ativacdo da proteina C (PC) e da
proteina S (PS), e a antitrombina (AT). Esses anticoagulantes atuam de forma sinérgica
com o intuito de evitar a formacao exacerbada de coagulos (FREDENBURGH; WEITZ,
2018; ZAIDI; GREEN, 2019).
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O TFPI ¢ conservado sobretudo nas plaquetas, porém, uma pequena quantidade
também se encontra livre no plasma. O papel do TFPI ¢ inibir os fatores Xa, VIlla e
tecidual, e, consequentemente, controlar a geracdo de trombina (ROGERS;
NAKASHIMA; KOTTKE-MARCHANT, 2018; ZAIDI; GREEN, 2019). A regulacdo
da trombina via PC ocorre quando a trombina se liga a trombomodulina, presente nas
células endoteliais. Essa conexao da trombina acaba por estimular a ligagao da PC com
seu receptor e resulta em sua ativacdo. A PC ativada opera como um anticoagulante
desativando e degradando os fatores V e VIII ativados, essenciais para a formagdo do
coagulo. A PS atua como um cofator de intensificagdio da agdo da PC
(FREDENBURGH; WEITZ, 2018; LECOVER et al., 2019; ZAIDI; GREEN, 2019).

A AT ¢ um inibidor de diversas enzimas ativadas da coagulacdo, sendo seus
principais alvos os fatores Xa, IXa, o complexo FT/VIla e a trombina. Ao se ligarem
com a AT, esses fatores formam complexos irreversiveis que acabam sendo
neutralizados e eliminados. O sulfato de heparano, assim como a heparina utilizada
farmacologicamente e os proteoglicanos, atua como coadjuvante acelerando a inibi¢ao

dos fatores via AT (LECOVER et al., 2019; NORRIS, 2003).

3.3.2 Fibrinolise

Conforme o processo hemostatico vai findando, ¢ de suma importincia a
remog¢ao do coagulo de fibrina para o retorno do equilibrio e fluidez sanguinea. Esse
processo envolve a acdo de complexos enzimaticos que promovem a formacdo de
plasmina, o agente degradante da fibrina (AUSTIN, 2017; NORRIS, 2003; SIRA;
EYRE, 2016).

A fibrindlise se inicia no momento em que o dano vascular ¢ detectado. As
células endoteliais ao entrarem em contato com a trombina gerada pelo dano ou por
outros agentes vasoativos, como a bradicinina, liberaram os dois principais ativadores
fisiologicos de plasminogénio: o tPA e o ativador de plasminogénio do tipo uroquinase
(uPA). Esses ativadores clivam o plasminogénio quando ele se liga a aminoacidos da
fibrina, originando, assim, a plasmina. A plasmina, por sua vez, age degradando o
coagulo em partes denominadas produtos de degradacdo da fibrina (PDFs) (CHAPIN;
HAJJAR, 2015; MERCER; CHAMBERS, 2013 SCHULMAN; FURIE, 2018; ZAIDI;
GREEN, 2019).
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Como qualquer outro processo fisiologico, a ativacdo da plasmina também
precisa ser regulada para evitar eventuais efeitos indesejaveis. Os grandes responsaveis
por essa inibicdo sdo: a-2 antiplasmina (a-2AP), a qual atua inibindo irreversivelmente
a plasmina que sai do coagulo para a circulacdo; o inibidor de ativador do
plasminogénio-1 (PAI-1), que bloqueia a atividade do tPA e uPA; e por fim, o inibidor
da fibrinolise ativado por trombina (TAFI), que digere os aminoacidos onde o
plasminogénio se liga, eliminando, assim, o seu sitio de ligagdo (CHAPIN; HAJJAR,
2015; MUTCH, 2019; NORRIS, 2003; SCHULMAN; FURIE, 2018).

3.4 TROMBOSE

A trombose pode ser definida como um disturbio patoloégico decorrente da
ativacdo e disseminacdo inadequada dos processos hemostaticos naturais que abrange
tanto o sistema venoso como o sistema arterial do organismo. Ela ¢ de origem
multifatorial e multigénica, ou seja, pode ser entendida como produto da influéncia
ambiental aliada a carga genética de cada individuo (HOFFMAN, 2019; BHAGAVAN;
HA, 2011).

Segundo dados divulgados pela Sociedade Internacional de Trombose e
Hemostasia (International Society on Thrombosis And Haemostasis — ISTH, 2020), uma
em cada quatro pessoas no mundo com DCVs esta morrendo devido as complicacdes de
trombose. Nos Estados Unidos da América (EUA), a cada ano sdo notificados mais de
900.000 casos de pessoas com problemas relacionados a codgulos sanguineos, destes,
aproximadamente 100.000 irdo a obito, esse nimero ultrapassa as estatisticas de vitimas
fatais devido a acidentes automobilisticos e sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (HUNT, 2020).

No Brasil, aproximadamente 300 mil pessoas morrem por ano em decorréncia de
DCV, o que corresponde a uma morte a cada 120 segundos. Qualquer faixa etdria pode
ser acometida, porém, pessoas entre 30 e 69 anos possuem aproximadamente 18% mais
chances de obito por causas cardiovasculares. Em 2018, foram contabilizados 256.389
6bitos por DCV na regido sul a partir dos dados do Sistema Unico de Satde (SUS)
(OLIVEIRA et al., 2020). Esse registro evidencia o impacto econdmico relacionado
com gastos nas esferas de atencdo basica, medicamentos, internagdes e atendimentos de

alta complexidade relacionados as DCV, visto que, na maioria das vezes, as DCV
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evoluem para complicagdes secunddrias, agravando o quadro inicial de cada individuo.
Todas essas estatisticas colocam o Brasil entre os 10 paises com maior incidéncia de
mortes por doencas do aparelho circulatorio (BHAGAVAN; HA, 2011; BOTELHO;
MARTINS; REIS, 2018; OLIVEIRA et al, 2020; SEPULVEDA; PALOMO;
FUENTES, 2015).

Didaticamente, a trombose pode ser classificada em duas categorias
prevalecentes, trombose arterial e trombose venosa, ambas sdo responsaveis pelo
surgimento de doengas subjacentes. A trombose arterial ¢ desencadeada pela formacao
de agregados plaquetarios em locais de grande fluxo sanguineo e altas taxas de
cisalhamento, sendo responsavel pelo desenvolvimento de DCV como o IAM e o
acidente vascular cerebral (AVC). Grande parte dos trombos arteriais ocorrem devido
ao desenvolvimento de placas ateroscleroticas que, quando rompem, expdem as
substancias trombogénicas presentes na matriz subendotelial, resultando na ativagdo de
plaquetas e, consequentemente, na geragdo de trombina. Outros fatores sdo
predisponentes a trombose arterial, como o tabagismo, o diabetes e a hipertensao arterial
(FREDENBURGH; WEITZ, 2018; HOFFMAN, 2019; STAVROU; SCHMAIER,
2014).

Coagulos venosos surgem em locais de baixo fluxo sanguineo e, geralmente, sdo
os desencadeadores da trombose venosa, principal agente causador de EP e de TVP.
Diferentemente dos coagulos arteriais, os coagulos venosos s3o compostos
principalmente por hemadacias e fibrina, contendo ainda uma pequena porcdo de
plaquetas. Seu principal mecanismo de formacdo estd intimamente ligado com um
descontrole na cascata de coagulacdo e a consequente formagao de trombina. Estima-se
que, nos EUA, por ano, mais de 300.000 pessoas morrem por distirbios venosos e,
dentre os principais fatores de risco associados, se incluem malignidades, traumas,
cirurgias e repouso prolongado (FREDENBURGH; WEITZ, 2018; HOFFMAN, 2019;
MYERS et al., 2020; STAVROU; SCHMAIER, 2014).

3.5 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA TROMBOSE
Antiagregantes e anticoagulantes sdo essenciais na terapéutica medicamentosa

atual das DCV, uma vez que diminuem o risco de trombose e previnem doencas

desencadeadas pelo desequilibrio hemostatico (LORGA FILHO et al., 2013).
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Uma das classes de antiagregantes mais utilizados na terapia ¢ a dos inibidores da
ciclooxigenase (COX) representados pelo acido acetilsalicilico (AAS). O mecanismo de
acdo do AAS consiste em inibir irreversivelmente a COX-1 por meio de uma acetilagao
da hidroxila do residuo de serina (Ser 530) no sitio ativo da enzima. A COX-1 ¢ a
responsavel pela sintese de TxA2, um importante agonista plaquetirio. Como as
plaquetas sao células anucleadas, nao podem sintetizar novas moléculas de COX-1 para
substituir aquelas que foram acetiladase, consequentemente, sua capacidade de
agregacao sera reduzida ao longo de sua vida util. Suas principais indicagdes sdo para
prevencao primaria e secundaria de AVC e [AM, este ultimo, com uma redugdo de 22%
dos casos apoOs uso. Baixas doses sdo suficientes para um efeito antiagregante e seu
principal efeito adverso € o sangramento, principalmente no sistema gastrointestinal
(DORNBOS; NIMIJEE, 2018; KUNADIAN et al., 2013; PATRONO, 2019; WALLER;
SAMPSON, 2018).

Os antagonistas do receptor de ADP também sdo bastante utilizados na
terapéutica antiplaquetaria. Eles pertencem a classe das tienopiridinas e sdo divididos
em duas geragdes. Esses medicamentos possuem como mecanismo de ag¢do a ligagdo
seletiva e irreversivel aos receptores P2Y12. O receptor P2Y 1 ndo ¢ afetado, com isso, a
mudanca conformacional da plaqueta ndo sofre nenhuma interferéncia. Dentre os de
primeira geragdo, pode-se citar a ticlopidina, pré-farmaco que necessita de
metabolizacao hepatica in vivo para exercer os seus efeitos antiagregantes. Suas reagdes
adversas incluem nauseas e vomitos, que acometem 50% dos pacientes, € a reacdo mais
grave consiste na supressdo da medula 6ssea que pode ser revertida com a interrupcao
da medicacdo. Devido a essas adversidades, a ticlopidina praticamente caiu em desuso
(CATTANEO, 2019b; KUNADIAN et al., 2013; VON KUGELGEN, 2019; WALLER;
SAMPSON, 2018).

A segunda geracdo das tienopiridinas ¢ principalmente representada pelo
clopidogrel, outro pro-fAirmaco que necessita de metabolizagdo hepatica. Via de regra, o
clopidogrel ¢ mais seguro e aceito em relacdo ao seu similar de primeira geragdo,
porém, um ter¢o dos pacientes em terapia com esse medicamento ¢ tido como ndo
responsivo, obtendo pouco ou nenhum efeito antiagregante. Sugere-se que uma mutacao
no citocromo P-450 ¢ a responsavel pela ndo conversdo do pré-farmaco e por sua baixa
efetividade (CATTANEO, 2019b; DORNBOS; NIMIJEE, 2018; GASECKA et al.,
2019; VON KUGELGEN, 2019; WALLER; SAMPSON, 2018).
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Ainda dentro da classe dos antagonistas do receptor P2Y 12, o ticagrelor ¢ um
potente antagonista de acdo direta que age em um sitio de ligagdo distinto das
tienopiridinas, o que acaba lhe conferindo reversao de efeito. Sua acdo ¢ rapida,
atingindo o pico de inibicdo em aproximadamente duas horas. Um beneficio do
ticagrelor ¢ que sua administracdo pelos pacientes ndo responsivos ao clopidogrel
acarreta o efeito antiagregante desejado (CATTANEO, 2019b; GASECKA et al., 2019).

Os antiagregantes englobam ainda a classe dos antagonistas do receptor
Gpllb/Illa, tendo o abciximabe, a eptifibatida e o tirofibana como representantes. O
abciximabe ¢ um anticorpo monoclonal que se liga irreversivelmente a Gpllb/Illa
inibindo, assim, a liga¢do desta com o fibrinogénio. Uma vantagem do uso desse
farmaco, quando comparado com os outros da mesma classe, ¢ que sua depuracao nao ¢
renal, desse modo, torna-se uma alternativa para portadores de insuficiéncia renal, por
outro lado, a gama de efeitos adversos (hipotensdo, trombocitopenia - 2,9% - e
vOomitos), bem como a acessibilidade, uma vez que, anticorpos monoclonais possuem
um clevado custo ¢ a via de administracdo ¢ intravenosa, tornam seu USO ONeroso e
restrito a hospitais. A eptifibatida é um peptideo sintético que se liga de maneira
reversivel e competitiva ao receptor Gpllb/Illa, diferentemente do abciximabe, sua
depuracdo acontece pela via renal e, por essa razdo, ¢ contraindicado em pacientes com
distarbios renais. O seu principal efeito adverso ¢ sangramento espontineo. Por fim, o
tirofibana ¢ um nao peptideo sintético de acdo ndo competitiva que possuil atuagao
1déntica a eptifibatida, inclusive compartilhando a mesma via de excrecao, suas reagoes
adversas mais comuns sdo trombocitopenia (2,0%) e pequenos sangramentos,
principalmente em idosos de baixa massa corporal (WALLER; SAMPSON, 2018;
CALDEIRA; PEREIRA, 2019; MAHTTA; BAVRY, 2019).

Na terapia anticoagulante, uma das classes de maior relevancia ¢ a familia das
heparinas. As heparinas sdo glicosaminoglicanos sulfatados que se ligam a AT
potencializando a agdo anticoagulante desta. A heparina ndo fracionada (HNF) ¢ obtida
de fontes animais, particularmente em intestino de suinos, sua administracdo geralmente
ocorre por via intravenosa, pois ¢ pouco absorvida em superficies mucosas. Apesar de
serem muito utilizadas, constantes monitorizagdes laboratoriais e risco de contaminagao
por patdgenos, pelo fato de ser uma substancia biologica, inviabilizam sua ampla
utilizagdo na terapéutica. Além disso, seus efeitos adversos englobam hemorragias (5%

graves, destas 0,05% fatais), trombocitopenia e, em alguns casos, reagdes anafilaticas e
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osteoporose (BARDDAL et al., 2020; ROYSTON, 2019; GREEN, 2020; WALLER;
SAMPSON, 2018). Heparinas de baixo peso molecular (HBPM) s3o subfragdes das
HNF produzidas por meio de uma despolimerizagao. Essa despolimerizagao confere
vantagens clinicas s HBPM em rela¢do ao seu precursor, sua via de administragdo ¢ a
subcutanea e possui atividade mais seletiva contra o FXa. Contudo, assim como o0s
demais agentes antitrombdticos, seu principal efeito adverso ¢ a hemorragia (HAO et
al., 2019; ROYSTON, 2019; WALLER; SAMPSON, 2018).

Os anticoagulantes de via oral mais prescritos na clinica sdo os antagonistas da
vitamina K como a varfarina, cujo mecanismo de ag¢do consiste em inibir a sintese de
proteinas dependentes da vitamina K, especialmente os fatores II, VII, IX e FX de
coagulacdo e as proteinas C e S. Os efeitos adversos, juntamente com as caracteristicas
farmacoldgicas dessa classe, tornam o seu uso complexo; interagcdes farmacologicas e
alimentares, janela terapéutica estreita ¢ necessidade de monitoramento frequente sao
alguns exemplos de desafios para seu uso universal (DOBESH; STACY, 2019;
ROYSTON, 2019; THOMAS et al., 2020).

No decorrer da ultima década, ocorreu a introducao dos anticoagulantes orais de
acao direta (DOACs) no mercado; seu desenvolvimento foi baseado na busca por uma
alternativa ao tratamento medicamentoso convencional da TVP. O mecanismo de acdo ¢
direto e seletivo, consistindo na inibicdo de fatores de coagulagdo como o FXa
(rivaroxabana e apixabana) ou do Flla (dabigatrana) (BEKELIS et al.,, 2018;
GUIMARAES; GONCALVES; MANSILHA, 2017). Desde o langamento, essa classe
vem sendo muito utilizada devido a seus beneficios como ampla janela terapéutica, o
que permite a administragdo de doses fixas, existéncia de poucas interacdes
medicamentosas, a nao necessidade de monitoramento e¢ o risco diminuido de
complicagdes hemorragicas, como, por exemplo, a hemorragia intracraniana. Por outro
lado, a falta de antidotos, a meia-vida baixa (comprometimento da eficicia em caso de
ingestao irregular do farmaco) e o valor de mercado sdo algumas das limitagdes dessa
familia de firmacos (BEKELIS et al, 2018; GUIMARAES; GONCALVES;
MANSILHA, 2017; YOSHIDA, 2016).

Além dos efeitos adversos acima citados, pacientes em tratamento com
anticoagulantes ou antiagregantes podem desenvolver resisténcia aos farmacos,
resultando assim, em um aumento exponencial da dose terapéutica. Diante desse

cenario, e com a dificuldade em se encontrar novos compostos com potencial biologico



39

voltado para a hemostasia, ¢ de suma importancia a busca por moléculas naturais ou
sintéticas que possam inclusive melhorar e facilitar a adesdo medicamentosa dos
individuos que fazem o uso de terapia antitrombdtica (CAI et al., 2016; FERNANDES
etal., 2016).

3.6 CUMARINAS

Cumarinas sdo substancias produzidas pelo metabolismo secundario de seres
vivos como plantas e fungos, sendo uma das classes terapéuticas de maior valia dentre
os compostos naturais devido a sua complexidade e diversidade estrutural. Elas sao
formadas basicamente por compostos heterociclicos de oxigénio, ou seja, um anel
benzeno fundido com uma lactona, e possuem como matriz molecular a 1,2-
benzopirona que, dentre todas as estruturas, ¢ a mais simples (Figura 5). Desde a sua
descoberta, essa classe vem sendo utilizada nos mais diversos setores industriais,
incluindo a industria farmacéutica. No presente, diversos medicamentos derivados de
compostos cumarinicos sdo encontrados no mercado, sendo que o mais conhecido e
utilizado ¢ a varfarina. Devido a quantidade de compostos que podem proceder desse
grupo, as cumarinas continuam sendo objeto de estudos farmacoldgicos como antivirais
(MISHRA; PANDEY; MANVATI, 2020), antibacterianos, anticancerigenos (SANDHU
et al., 2014) e anticoagulantes (REVANKAR et al., 2017), entre outros. Todos esses
estudos so sdo possiveis pela facilidade de manusear e modificar os substituintes de
cada molécula, sendo assim, as cumarinas podem ser vistas como estruturas
privilegiadas, uma vez que sua sintese, designer e biodisponibilidade sdo alterados de
acordo com o alvo terapéutico que se pretende atingir (KOSTOVA, 2006; SOUZA;
RENNO; FIGUEROA-VILLAR, 2016).
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Figura 5 - Estrutura quimica geral das cumarinas
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3.7 PIRANOCUMARINAS

As piranocumarinas sdo um subgrupo das cumarinas que compreende um anel
pirano com seis membros condensado ao nucleo cumarinico, além disso, elas sdo
divididas em piranocumarinas lineares e angulares (Figura 6). Assim como as demais
cumarinas, as piranocumarinas e seus derivados sdo alvos de estudos farmacoldgicos
entre eles: hepatoprotetor (XIA et al., 2016), hiperglicemiante (KUMAR et al., 2009),
antilipémico (KUMAR et al., 2009), citotoxico (MARTIN et al., 2018), além de
antiparasitdrio (MARTIN et al.,, 2018) e antifingico (MONTAGNER, 2007;
VENUGOPALA; RASHMI; ODHAYV, 2013).

Figura 6 - Estrutura quimica geral das piranocumarinas
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Painel A: Piranocumarina linear; Painel B: Piranocumarina angular. Fonte: A autora.
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3.8 CROMENOS

Cromenos sao compostos naturais encontrados principalmente nas plantas, sua
estrutura consiste em um anel benzeno fundido com um anel pirano que também
formam um sistema heterociclico oxigenado (Figura 7). Essa conformacao equivale ao
complexo basico de varios polifendis, flavonoides, alcaloides naturais e antocianinas.
Estudos utilizando moléculas de cromenos concluiram que essa classe desempenha
importantes fungdes bioldgicas como antitumorais (DASH et al., 2019), antioxidante
(WANG; YANG; LI, 2006), analgésica e anticonvulsivante (THOMAS; ZACHARIAH,
2013). Como sao compostos abundantes, de baixa toxicidade, derivados de
heterociclicos oxigenados e de natureza lipofilica, esta tltima conferindo aptidao para
atravessar membranas celulares, os cromenos se tornam de grande valia para a busca de

protoétipos com agdo farmacoldgica (COSTA et al., 2016; DINPARAST et al., 2020).

Figura 7 - Estrutura quimica geral dos cromenos

O

Fonte: A autora.

3.9 COMPOSTOS SINTETICOS

Por décadas, grande parte dos medicamentos disponiveis para fins terapéuticos
provinham de produtos naturais ou entdo de andlogos inspirados em sua estrutura.
Como muitas vezes possuem uma disponibilidade finita e complexidade estrutural
elevada, o que dificulta sua replicagdo em laboratorio, a maioria dos compostos de
origem natural ¢ isolada em pequenas quantidades, fato esse que inviabiliza o seu uso
em larga escala (CALIXTO, 2003; SANGI, 2016).

Os avancos cientificos no campo da identificacdo de funcdes biologicas,

marcadores e outras estruturas, possibilitaram um progresso significativo na sintese de
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novos compostos puramente sintéticos, uma vez que, conhecendo a molécula biologica
a atingir, ¢ possivel desenvolver uma substancia ou um grupo delas que possuam seu
mecanismo de acdo voltado ao alvo terapéutico especifico. Quando a busca por
potenciais substancias bioativas ndo possui um marcador bioldgico em questdo, os
compostos sintéticos sdo uma possibilidade interessante, visto que séries inteiras podem
ser desenvolvidas com pequenas diferencgas estruturais, aumentando, dessa forma, a
abrangéncia de alvos moleculares e sitios de a¢do ainda inexplorados, propiciando,
assim, analisar possiveis protdtipos farmacologicos com mecanismos de acdo distintos
(PALMEIRA FILHO; PAN, 2003; SANGI, 2016).

A sintese organica utilizada para o descobrimento de novos prototipos
farmacoldgicos ganhou grande notoriedade nas ultimas décadas, uma vez que sintetizar
compostos proporciona a constru¢io desde estruturas pequenas e simples, até moléculas
com alto grau de complexidade, tudo dentro dos padrdes necessarios para uma futura
utilizagao em estudos clinicos. Além disso, a sintese molecular permite a substitui¢ao
ou até¢ mesmo a adi¢do de fungdes quimicas a fim de potencializar e manter o efeito
farmacoldgico, ou entdo, tornar a molécula menos nociva. Outra vantagem da
constru¢ao molecular ¢ a possibilidade de se obter um conjunto numeroso de analogos,
sendo que, do ponto de vista medicinal, essa ¢ uma grande vantagem, pois permite
apurar quantitativa e qualitativamente as relagdes estrutura-atividade. Por fim,
compostos sintéticos apresentam um elevado grau de pureza, que € essencial para a
qualidade e confiabilidade do efeito farmacologico da molécula (BADE; CHAN;
REYNISSON, 2010; ROSA; SCHENKEL; BERNARDES, 2020; SILVA, 2012;
ULRICH-MERZENICH, 2014).

No mercado farmacéutico mundial, firmacos obtidos por sintese correspondem a
60% dos produtos prescritos e comercializados, sendo que no Brasil, essa projecao
rende aproximadamente 160 milhdes de dolares por ano, demonstrando assim, a

importancia da sintese de novos farmacos (SILVA, 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres
Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sob numero
12353019.0.0000.0121 (Anexo A).

4.2 PARTICIPANTES E COLETA DE AMOSTRAS

Para a realizagdo do estudo, amostras de sangue total foram coletadas de
voluntarios que realizaram exames no Laboratorio de Andlises Clinicas do Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago — LAC/HU/UFSC/EBSERH. Os
participantes incluidos no estudo ndo utilizaram antiagregantes, anticoagulantes ou anti-
inflamatérios ndo esteroides nos 10 dias que antecederam a coleta, além disso, ndo
possuiam histérico de doenga hepatica. Aos pacientes aptos a participar do estudo,
foram esclarecidos a finalidade, os beneficios e a importancia da pesquisa e, aqueles que
aceitaram participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
De cada participante, foram coletados dois tubos de sangue contendo citrato de sodio
3,2% (9:1 v/v). Depois, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Oncologia
Experimental e Hemopatias (LOEH) da UFSC, onde foram processadas de acordo com
a metodologia de cada experimento. Para cada experimento, amostras de no minimo

quatro pacientes foram utilizadas.

4.3 OBTENCAO DOS COMPOSTOS SINTETICOS

Os compostos foram sintetizados na Central Analitica do bloco JK do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da UFSC pelo doutorando Erlon Ferreira Martin, do Programa
de Pos-graduagao em Farmacia da UFSC (PGFar/UFSC) sob orientacdo da Professora
Dra. Maique Weber Biavatti e coorientagao do Professor Dr. Louis Pergaud Sandjo do
Laboratério de quimica de produtos naturais (MARTIN et al., 2018).

Resumidamente, para a sintese da molécula precursora (Figura 8, Painel D) de

ambas as classes, utilizou-se um baldo de fundo redondo onde foram adicionados
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floroglucinol (15,8 mmol), 0,8 equivalentes de acetato de etila, sem a influéncia de
solvente, o catalisador utilizado foi acido polifosforico 0,1 mol%. A mistura reacional
foi mantida por 18 horas sob agitagdo magnética constante a uma temperatura de 60°C.
O resultado da reacdo foi monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD)
(MARTIN et al., 2018).

Ja para a sintese das piranocumarinas (Figura 8, Painel A, B e C), foi usado um
sistema adaptado com refluxo e agitagao constante. Sucintamente, também em um baldo
de fundo redondo contendo 10 mL de MeOH (metanol) foram adicionados
malononitrila (1 mmol) ou cianoacetato de metila (1 mmol), juntamente com 1,0
equivalente de benzaldeido, em seguida, acrescentou-se 10 mol% do catalisador K>COs
(carbonato de potassio) e, apdés um minuto, adicionou-se 1,0 equivalente do precursor.
A reacdo também foi monitorada por CCD e o seu tempo de duracdo foi de até duas
horas (MARTIN et al., 2018).

Por fim, para a sintese dos cromenos (Figura 8, Painel E), foi utilizado um
sistema de agitagdo magnética sem aquecimento. Brevemente, em um baldo de fundo
redondo contendo 1,0 mL de MeOH foi solubilizado floroglucinol (1,0 mmol), 1,0
equivalente do benzaldeido e 1,0 equivalente do cianoacetato de metila. Posteriormente,
19 mL da solucdo aquosa de K2.COs com concentracdo de 4,73 mg/mL foram inseridos.
O tempo da reacdo foi de 18 horas e também foi monitorada por CCD, o produto final
foi filtrado e lavado com agua purificada (MARTIN et al., 2018).

Apods serem gentilmente cedidos pelo doutorando e orientadores, a série de
compostos sintéticos foi nomeada com a palavra “SEM” seguida de um numero que
representa a ordem de sintese (Figura 8 e Tabela 1). Ainda, o conjunto de compostos foi
dividido entre os grupos fitoquimicos ao qual cada molécula pertence, sdao eles:
cumarina precursora de ambas classes (SEM 19), piranocumarinas, representadas pelos
compostos SEM 20, 21, 22, 23, 24, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 83 ¢ 86; ¢ cromenos, que
correspondem aos compostos SEM 36, 37, 39, 40, 42, ¢ 87.

Os compostos sintéticos foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-
Aldrich®, St. Louis, EUA) para a obtencdo de uma solu¢do de uso (100 mM). Em
seguida, as solugdes foram armazenadas sob temperaturas baixas que variavam de 2-8
°C. Para a realizagao dos experimentos de triagem, utilizou-se a solugdo de uso pura em
uma quantidade em que a concentracdo final do composto fosse de 500 pM. Para os

demais experimentos e concentragdes, a solu¢ao de uso foi diluida em plasma pobre em
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plaquetas (PPP) de forma que o volume a ser pipetado na amostra fosse sempre de 2 pL.
Independentemente do ensaio, sempre foi realizado um experimento controle em
paralelo com o veiculo de dissolu¢cdo (DMSO 0,5% v/v concentragdo final) ao invés dos

compostos sintéticos.

Figura 8 - Estrutura quimica bésica das piranocumarinas € cromenos da série “SEM”
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Painel A - Estrutura do composto precursor SEM 19; Painel B - Estrutura quimica basica das
piranocumarinas SEM 20-24, 83 ¢ 86; Painel C - Estrutura quimica basica da piranocumarina SEM 27,
Painel D - Estrutura quimica basica das piranocumarinas SEM 29-33; Painel E - Estrutura quimica basica
dos cromenos SEM 36,37, 39, 40, 42 ¢ 87. Fonte: A autora.

Tabela 1 - Substituintes quimicos das piranocumarinas e cromenos da série “SEM”

Composto R! R? R3
SEM 20 H Cl H
SEM 21 H Br H
SEM 22 H NO, H
SEM 23 MeO MeO H
SEM 24 MeO MeO MeO
SEM 29 H Cl H
SEM 30 H Br H
SEM 31 H NO, H
SEM 32 MeO MeO H
SEM 33 MeO MeO MeO

R! = radical 1; R? =radical 2; R® = radical 3; H = hidrogénio; Cl = cloro; Br = bromo; F = fltior; NO, =

diéxido de nitrogénio; MeO = metoxila; F = fluor. Fonte: A autora.
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Tabela 1 — Substituintes quimicos das piranocumarinas e cromenos da série “SEM” -

continuacao

Composto R! R? R?
SEM 36 H Br H
SEM 37 H NO, H
SEM 39 MeO MeO H
SEM 40 MeO OH MeO
SEM 42 MeO OH H
SEM 83 H F H
SEM 86 H Cl H
SEM 87 H F H

R! =radical 1; R? =radical 2; R* = radical 3; H = hidrogénio; Cl = cloro; Br = bromo; F = fltior; NO, =
dioxido de nitrogénio; MeO = metoxila; F = fliior. Fonte: A autora.

4.4 ENSAIOS DE AGREGACAO PLAQUETARIA

Os ensaios de agregacdo plaquetdria foram realizados pelo método de
turbidimetria descrito por Born e Cross (1963) por meio da utilizagdio de um
agregometro de plaquetas semi automatizado (AgreGO, Qualiterm). O teste de
agregacao por turbidimetria averigua alteragdes induzidas por agonistas, como o ADP e
o colageno, na densidade 6tica de uma suspensdo rica em plaquetas enquanto a amostra
¢ agitada em um recipiente transparente a temperatura de 37°C (HAYWARD;
MOFFAT, 2019). Conforme sucede a agregacao das plaquetas, ocorre um aumento na
transmissdo de luz, resultado da diminui¢do da distribui¢do das plaquetas na suspensao,
uma vez que estas estdo formando aglomerados. Como resultado, o teste aponta uma
relagdo entre o tempo e a densidade Otica podendo demonstrar fase de laténcia,
alteragcdes de forma e primeira e segunda onda de agregacdo como pode ser visto na

Figura 9 (MILLER, 2019).
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Figura 9 - Representacdo esquematica de uma curva de agregagdo plaquetaria

Adicao do agonista
Primeira onda
Segunda onda

Formacao do agregado

Porcentagem de agregacao (%)

Tempo (minutos)

Fonte: A autora.

Para a realizagdo dos experimentos de agregagdo plaquetédria, as amostras de
sangue total coletadas foram centrifugadas em temperatura ambiente por 10 minutos a
123 g, os plasmas ricos em plaquetas (PRP) dos tubos centrifugados foram retirados e
transferidos para um tubo tipo Falcon de 15 mL para obtencdo de um pool de PRP.
Seguindo, as plaquetas foram contadas em camara de Neubauer e o poo/ de PRP foi
ajustado com tampao fosfato-salino (PBS) de modo que a concentracio correspondesse
a 250.000 plaquetas/mm?. Para avaliar a agrega¢do plaquetaria frente aos compostos,
400 pL de PRP foram incubados com cada composto da série “SEM”, de ticlopidina 10
mM (controle positivo) ou de DMSO 0,5% v/v (controle negativo) por 5 minutos a
37°C. Subsequentemente, cada amostra foi estimulada por ADP (10 uM concentracdo
final, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA), epinefrina (5 pg/mL concentragio final,
Hipolabor, Minas Gerais, BR), colageno (2 pg/mL; Chrono-Log Corp, Havertown,
EUA) ou AA (500 uM; Chrono-Log Corp., Havertown, PA, USA). A porcentagem de
agregacao foi observada continuamente durante 5 minutos. Como linha de base para
turbidez, foram empregadas amostras de PPP obtidas pela centrifugacao de sangue total
por 15 minutos em 1.107 g em temperatura de 8§°C. Os ensaios foram executados em um

periodo de no maximo trés horas apds a coleta, sendo efetuadas triplicatas. Os
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resultados foram apresentados como porcentagem média de agregagdo e erro padrdo da

média.

4.5 ENSAIOS DE COAGULACAO SANGUINEA

Os testes para a avaliagdo das vias da coagulagdo sanguinea foram realizados
conforme Triplett, Harms e Koepke (1978), utilizando-se coaguldmetro semi-
automatizado (CLOTimer, Quick Timer) e reagentes TP Clot ¢ TTPa Clot (BIOS
Diagnostica, Sao Paulo, Brasil). Primeiramente, as amostras de sangue venoso coletadas
em tubo de citrato foram centrifugadas a temperatura de 8°C por 15 minutos a 1.107 g.
Os PPPs obtidos pelo processo foram transferidos para um tubo tipo Falcon de 15 mL,
obtendo-se, assim, um pool de PPP. Como controle positivo para os testes, amostras de
sangue total foram coletadas em tubo contendo heparina (17 IU/mL de sangue total) e
processadas como mencionado acima. Para avaliacdo da via intrinseca da coagulagdo,
empregou-se o teste de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) em que 100 pL
do pool de PPP mais 100 pL de reagente TTPa Clot foram incubados por 5 minutos a 37
°C com os compostos (500 uM concentra¢do final) ou DMSO 0,5% v/v (controle
negativo). Para o controle positivo do teste, 100 pL do pool de PPP coletado no tubo de
heparina mais 100 pL de reagente TTPa Clot foram incubados por 5 minutos a 37°C.
Apo0s incubacao, 100 puL de cloreto de célcio (CaCly) foram adicionados e, no exato
momento, o crondmetro foi disparado para contagem do tempo de coagulacdo. O tempo
de protrombina (TP) € responsavel pela avaliacdo da via extrinseca. Nesse ensaio, 100
pL de PPP foram incubados com tempo, compostos ¢ condigdes térmicas iguais ao
citado para os testes de TTPa, da mesma forma para o controle positivo. Em seguida,
200 pL do reagente TP Clot foram adicionados e, novamente, o crondmetro foi
imediatamente acionado. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e
obedecendo ao periodo de no maximo trés horas apos coleta das amostras.

Os resultados foram expressos como tempo médio em segundos para a formagao
do coadgulo de fibrina e erro padrao da média. Dois parametros de padronizagdo
internacional também foram apresentados: a razdo do TTPa, em quem os valores de
referéncia variam entre 1,0 e 1,5; e a razdo normalizada internacional (RNI) para o TP,

em que os valores de referéncia variam entre 1,0 e 1,3. Ambos os valores de referéncia



49

sdo o esperado para individuos saudaveis ou que ndo fazem uso de anticoagulagdo

(SHIKDAR; BHATTACHARYA, 2019).

4.6 PREDICAO TEORICA DE TOXICIDADE E BIODISPONIBILIDADE ORAL

A avaliacdo in silico da toxicidade de cada composto da série “SEM” foi

realizada pelo programa Osiris® Property Explorer (https:/www.organic-

chemistry.org/prog/peo/) em que alguns indicadores tedricos de toxicidade foram

considerados, sdo eles: mutagenicidade, tumorigenicidade, irritabilidade e efeitos
negativos sobre a reproducao.

A biodisponibilidade oral dos compostos sintéticos foi analisada por intermédio
do programa SwissADME, instrumento elaborado pelo Grupo de Modelagem
Molecular do SIB (Instituto Suico de Bioinformatica), disponivel em:

http://www.swissadme.ch/. Lipinski (2001) e Veber (2002) propuseram que parametros

fisico-quimicos eram os responsaveis pela disponibilidade oral de uma molécula, desse
modo, o programa analisa esses parametros, que sdo constituidos por: numero de
ligagdes rotacionaveis, numero de aceptores de ligagdo de hidrogénio (soma de N e O),
nimero de doadores de ligagdo de hidrogénio (soma de OH e NH), 4rea de superficie

polar (TPSA), peso molecular (PM) e mLogP.

4.7 CRITERIOS PARA A SELECAO DOS COMPOSTOS

Apods a triagem inicial de todos os compostos, foram selecionados para o
prosseguimento dos estudos apenas trés substincias que obtiveram resultados
satisfatorios em todos os testes aplicados. Os critérios utilizados para a escolha foram os
seguintes: 1) o efeito do composto inibir mais de 50% a agregacdo plaquetaria; ii)
composto ndo possuir predisposicdo in vitro a toxicidade; iii) apresentar
biodisponibidade oral dentro dos padrdes propostos; iv) compilar os resultados

anteriores com a observacao da estrutura geral da substancia.


https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
http://www.swissadme.ch/
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4.8 VIABILIDADE PLAQUETARIA

A determinagdo da viabilidade celular ¢ um dos critérios de maior relevancia
para a consolidacao de uma nova molécula terapéutica. Nesta perspectiva, os compostos
selecionados para o prosseguimento dos experimentos foram submetidos ao teste de
exclusdao por azul de Trypan a fim de avaliar a toxicidade dos mesmos em relacdo as
plaquetas (STROBER, 2015).

Resumidamente, o teste de exclusdo por corante ¢ aplicado para indicar o
nimero de células vidveis contidas em uma suspensdo celular. Seu principio ¢
fundamentado no conceito de que células vivas possuem membranas integras que
impedem a passagem do corante azul de 7rypan para o interior celular, diferentemente
das células mortas que acabam absorvendo a coloragdo (CHAN; RICE; QIU, 2020;
STROBER, 2015).

Para a execugado do teste, 400 uL do pool de PRP foram incubados durante 5
minutos com os compostos (500 uM concentracao final) ou DMSO 0,5% v/v (controle
posotivo). O controle negativo foi preparado a partir dos reagentes FIX & PERM
(Nordic MUbio®, Susteren, Nova Zelandia), em que 100 uL. de PRP foram incubados
por 15 minutos com 100 pL de FIX-A (fixador de células) a 37°C. Apds o tempo, a
suspensao foi lavada com 1 mL de PBS e centrifugada por 5 minutos a 264 g, seguindo,
o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 pL de FIX- B (permiabilizante)
repetindo os processos de incubagdo, lavagem e centrifugagdo. Os reagentes do FIX &
PERM garantem a conservac¢ao da morfologia das plaquetas bem como realizam a sua
permeabiliza¢do, dessa forma, com a membrana rompida, o corante azul de Trypan
consegue entrar facilmente no citoplasma plaquetario, simulando a coloracdao de células
nao viaveis.

As amostras de PRP tratadas foram transferidas para um eppendorf contendo
igual volume azul de Trypan (0,4%). Posteriormente, a camara de Neubauer foi
preenchida com uma aliquota da misturada e deixada em repouso em camara imida por
5 minutos. Apos, observou-se em microscopio com objetiva de 40x e as plaquetas
vidveis e ndo viaveis foram contadas separadamente. O percentual de plaquetas vidveis
foi calculado conforme a Equag@o 1. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e
analisados por dois pesquisadores. Os resultados foram apresentados como porcentagem

média de agregagdo e erro padrao da média.
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Equacéo 1 -Calculo da viabilidade plaquetaria

% de células viaveis = N° total de células viaveis x 100

N° total de células

4.9 DETERMINACAO DO EFEITO CONCENTRACAO-RESPOSTA E DA
CONCENTRACAO INIBITORIA DE 50% (Clso)

A determinagao da Clso foi realizada apenas para os compostos que obtiveram os
melhores desempenhos nos experimentos de triagem e nas avaliagdes in silico. Para
determinar a Clso, 0 PRP foi tratado com DMSO 0,5% v/v (controle negativo) ou com
os compostos selecionados em diversas concentragoes (500; 250; 125; 62,5; 31,2 ¢ 15,6
uM) preparadas por meio de diluigdes seriadas em PPP. As amostras tratadas foram
incubadas por 5 minutos e, em seguida, realizou-se o teste de agregagdo plaquetaria
como detalhado no item 4.4 O célculo da Clso foi realizado a partir da curva dose-
resposta construida utilizando-se o software GraphPad Prism 5. Como para os demais
ensaios, todos os experimentos foram realizados triplicata ¢ no maximo em trés horas

apos coleta das amostras.

4.10 DETERMINACAO DO EFEITO TEMPO-RESPOSTA

Para determinar se o efeito dos trés cromenos era dependente do tempo de
incubagdo, ensaios adicionais de agregacdo plaquetaria foram realizados. Para tal
experimento, o PRP foi incubado com os compostos na sua concentragdo de Clso por 5 e
15 minutos, em seguida, as amostras tratadas foram estimuladas por ADP ou epinefrina
conforme descrito no item 4.4 e a porcentagem de agregacdo foi computada. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados foram apresentados como

porcentagem média de agregacado e erro padrao da média.

4.11 AVALIACAO DA EXPRESSAO MEMBRANAR DE GplIb/Illa ATIVADA E
DE P-SELECTINA

A resposta das plaquetas mediante diferentes agonistas pode ser comprovada

pela utilizagdo de anticorpos monoclonais dirigidos contra marcadores de ativagdo



52

plaquetaria (VAN VELZEN et al., 2012). O padro ouro para essa metodologia consiste
na utilizagdo do anticorpo anti-CD62P em conjunto com outros marcadores plaquetarios
especificos (NAGY; DEBRECENI; KAPPELMAYER, 2013). No presente estudo, a
acdo dos compostos selecionados sobre a ativacdo plaquetdria foi avaliada pela
determinagdo da expressdo do receptor de Gpllb/Illa ativado e da proteina adesiva P-
selectina por citometria de fluxo. Para tal modelo experimental, foram utilizados os
anticorpos PAC-1-FITC (clone PAC-1; BD Biosciences) e anti-CD62P-PE (clone AK-
4; BD Biosciences) que avaliam a expressao de Gpllb/Illa ativado e P-selectina,
respectivamente.

Durante a ativagdo plaquetaria, a GplIb/Illa, presente na membrana da plaqueta
e secretada a partir dos granulos-a, sofre uma mudanca conformacional derivada da
forca de cisalhamento provinda da agregacdo das plaquetas ¢ essa mudancga resulta na
ativacao do receptor. O anticorpo do tipo PAC-1 é um marcador especifico para o
formato ativado da Gpllb/Illa. A P-selectina (CD62P) ¢ uma proteina também
encontrada nos granulos-a de plaquetas em repouso e esta se transloca para a superficie
das plaquetas apos a ativacdo plaquetaria. Dessa forma, um anticorpo especifico para P-
selectina apenas interage com as plaquetas ativadas apos a secre¢do do contetido do
granulo-a (LU; MALINAUSKAS, 2010; NAGY; DEBRECENI; KAPPELMAYER,
2013). Além disso, as amostras testadas foram marcadas com o anticorpo monoclonal
anti-CD61-PerCP (clone PN IM 1758U; BD Biosciences). O CD61 ¢ um marcador
utilizado na identificacdo de plaquetas, tanto ativas como inativas (MOREL, et al.,
2017).

Na Tabela 2 estdao apresentados os tubos utilizados para os ensaios de citometria
de fluxo e o que foi adicionado a cada um deles. Sucintamente, para a realizacdo dos
ensaios, 400 uL de PRP foram incubados por 5 minutos com cada um dos compostos
SEM 39, 40 ¢ 42 na sua Clso para epinefrina ou com o DMSO 0,5% (v/v) a temperatura
ambiente. Posteriormente, as amostras foram estimuladas com 10 pL. de epinefrina (5
pg/mL concentracdo final) e novamente incubadas por 5 minutos. Em tubos de ensaio
(Tabela 2), uma aliquota (50 pL) de cada PRP tratado e estimulado foi marcada e
incuba por 15 minutos ao abrigo de luz com os anticorpos monoclonais PAC1-FITC (20
pL), anti-CD62P-PE (5 pL) e anti-CD61-PerCP (2 puL). Apds, as amostras foram
lavadas com 2 mL de PBS seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 277 g. Finalmente,

o sobrenadante foi descartado e os pellets de plaquetas foram suspensos em 500 pL de
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PBS. Em seguida, as amostras foram adquiridas e analisadas pelo citdmetro de fluxo
(FACSCanto II flow cytometer; Becton Dickinson Immunocytometry Systems, USA).
De maneira semelhante, o controle de autoativagao plaquetaria foi realizado em um tubo
contendo PRP tratado com DMSO 0,5% (v/v) sem a estimulacdo do agonista e marcado

com todos os anticorpos monoclonais.

Tabela 2 — Tubos de citometria de fluxo e os anticorpos utilizados.

Tubo PRP Anti-PAC1- Anti-CD62P- Anti-CD61-
FITC PE PerCP
Branco 50 uL - - -
Branco com 50 pL - - -
composto
Control'e sem 50 uL 20 uL 5uL 2 ul
agonista
Control; com 50 uL 20 uL 5uL 2 uL
agonista
Teste (SEMs) 50 uL 20 uL S5 uL 2 uL

PRP — plasma rico em plaquetas. Fonte: A autora.

Os dados adquiridos pelo citometro de fluxo foram analisados no software
Infinicyt (Cytognos®) versdo 2.0. As plaquetas da amostra foram reconhecidas
mediante suas caracteristicas de forward e side scatter (FSC e SSC, respectivamente),
assim como por sua positividade para CD61 (Figura 10). Foram analisados 10.000
eventos positivos para CD61 em cada tubo do ensaio, elucidados na forma de
histogramas e intensidade de fluorescéncia média (IFM). A IFM foi analisada, e os
dados foram fundidos por uma ferramenta de associacdo de documentos (do inglés, file
merge) do Infinicyt. Sucintamente, os arquivos de todos os dias de experimento foram
fundidos em um unico arquivo final que possibilita uma visao sincrona da populagdo de
plaquetas em relagdo a todos os marcadores fenotipicos contidos no painel de
anticorpos. A partir das IFMs obtidas e da Equacdo 2, foram determinadas as
porcentagens de inibi¢do da expressao de PAC-1 e CD62P. Os ensaios do experimento
em questdo foram realizados em duplicata € no maximo em trés horas apos coleta das

amostras.
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Equacéo 2 - Célculo da porcentagem de inibigdo a partir da intensidade de
fluorescéncia
% de inibi¢ao = 100 - (IFM te - [FM cse) X 100
(IFM ce - IFM cse)

IFM — intensidade de fluorescéncia média; te — teste com estimulo de agonista; ce — controle com

estimulo de agonista; cse — controle sem estimulo de agonista. Fonte: A autora.

Figura 10 - Dot-plots e histogramas representativos da analise da expressao do receptor

Gpllb/IlIa ativado (PACI) e de P-selectina (CD62P) por citometria de fluxo

A

Painel A — Estratégia de reconhecimento de plaquetas por meio da propriedade de forward scatter (FSC),
de side scatter (SSC) e da expressdo de CD61. Painel B — Histograma demonstrando a intensidade de
expressao do receptor Gpllb/Illa ativado (PAC1) e da P-selectina (CD62P) apds estimulagdo das
plaquetas com epinefrina. G1 — Gate 1; G2 — Gate 2; G3 — Gate 3. Fonte: A autora.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi efetuada com o auxilio do software MedCalc® v.20.008 e,
para a construgdo grafica, foi aplicado o software GraphPad Prism. De acordo com o

numero de grupos da varidvel qualitativa, as médias foram comparadas utilizando-se o
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teste t de Student para amostras independentes ou ANOVA de uma via seguida do pos-

teste de Tukey ou Bonferoni. Foi adotado um nivel de confianga de 5% (P < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 ACOES DOS COMPOSTOS DA SERIE “SEM” SOBRE A AGREGACAO
PLAQUETARIA

Para investigar a acdo da série “SEM” sobre a agregacdo plaquetaria, foi
realizada uma triagem inicial utilizando-se o ADP e a epinefrina como agonistas. Os
resultados da triagem estdo apresentados na Tabela 2. Como ¢ possivel observar, todos
os compostos inibiram significativamente a agregagdo plaquetaria, independentemente

do agonista utilizado. Quase todos os compostos apresentaram atividade promissora,

uma vez que inibiram a agregagdo em mais de 50% nos dois estimulos testados.

Tabela 3 - Efeito dos compostos (500 uM) da série “SEM” sobre a agregagado
plaquetéria induzida pelos agonistas ADP (10 uM) e epinefrina (5 pug/mL).

Tratamento ADP Epinefrina
Média £ EP (%) Média + EP (%)
Controle negativo 88,7+ 0,8 83,5+0,8
Controle positivo 3,0+£2,8* 2,0£14*
Cumarina | SEM 19 50,8 +4,5% 10,2 £2,1*
SEM 20 74,0 +4,8* 4,3 £0,9%
SEM 21 14,7 +£2,2%* 6,2 +1,6*
SEM 22 16,8 £2,0* 52+1,3*%
@ SEM 23 32,4 +34* 75,3 +£1,8*
.g SEM 24 42,7 +5,3* 55,0 £2,0%
g SEM 27 74,7 £ 2,6* 66,6 + 2,2
S SEM 29 32,8 £5,0* 9,0+ 1,6*
= SEM 30 36,8 +4,4% 5,7 +0,8%
,§ SEM 31 31,7+ 3,5% 14,0 £2,5%
& SEM 32 8,8+1,1* 13,0 £2,0%
SEM 33 2,0£0,7* 53+1,3*
SEM 83 23,5 +4,3* 14,5+2,3*
SEM 86 16,0 + 5,4* 10,0+ 1,1*

Controle negativo — DMSO 0,5% (v/v); Controle positivo — ticlopidina 10 mM; ADP - difosfato de
adenosina; EPM- erro padrao da média. Os dados foram expressos como média + erro padrao; N = 3.
ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Bonferroni. *Diferenca significativa em relagdo ao controle

negativo (P <0,05). Fonte: A autora.



57

Tabela 4 - Efeito dos compostos (500 uM) da série “SEM” sobre a agregagao
plaquetaria induzida pelos agonistas ADP (10 uM) e epinefrina (5 pg/mL) -

continuagao.
Tratamento ADP Epinefrina
Média £ EP (%) Média +£ EP (%)
Controle negativo 88,7+ 0,8 83,5+£0,8
Controle positivo 3,0+£2,8% 2,0£1,4*
Cumarina | SEM 19 50,8 £4,5* 10,2 £2,1%*
SEM 36 350+ 4,8* 26,2 = 1,4*
2 SEM 37 32,8 +2,7* 243 £2,2%
g SEM 39 22,2 +5,7* 11,5+ 2,3%
g SEM 40 1,5+0,8% 3,0+£0,7*
O SEM 42 3,8+1,1% 80+ 1,7*
SEM 87 6,0 £1,2% 13,0+ 1,3*

Controle negativo — DMSO 0,5% (v/v); Controle positivo — ticlopidina 10 mM; ADP - difosfato de
adenosina; EPM- erro padrao da média. Os dados foram expressos como média + erro padrao; N = 3.
ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Bonferroni. *Diferenca significativa em relagdo ao controle
negativo (P < 0,05). Fonte: A autora.

5.2 ACAO DOS COMPOSTOS DA SERIE “SEM” SOBRE A COAGULACAO
SANGUINEA

Além da atividade antiagregante, foi realizada uma triagem para investigar o
efeito dos compostos de séria “SEM” sobre as vias extrinseca e intrinseca da coagulagao
utilizando-se o TP e o TTPa, respectivamente. Na Tabela 3 estdo expressos os
resultados desses ensaios, na qual ¢ possivel observar que as piranocumarinas nao
prolongaram significativamente o tempo em nenhum dos dois testes. No entanto, no
grupo dos cromenos, o composto SEM 37 prolongou significativamente o TP,
apresentando RNI muito proximo de 1,0. Com relag¢do a ac¢do sobre a via intrinseca, 0s
compostos SEM 40 e 42 causaram prolongamentos significativos do TTPa, com razdes
idénticas de 1,3. A substincia precursora (SEM 19) atuou sobre as duas vias da

coagulacdo, apresentando um RNI de 1,04 e uma razao de TTPa de 1,06.
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Tabela 3 - Efeito dos compostos (500 uM) da série “SEM” sobre o tempo de
protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

Tratamento Mé diaT:E EP (s) TPrN1 Mé d;l;lT:;:PEP s) TTParazio
CN 15,7 £0,1 - 26,3+03 -
Cp >100 - >100 -
Cumarina = SEM 19 16,7 +0,1% 1,04 | 29,4+0,5* 1,06
SEM 20 16,4 £ 0,3 1,05 26,4+ 0,4 0,99
SEM 21 16,2 £ 0,2 1,05 27,0 0,6 1,01
SEM 22 15,7+0,1 1,00 27,0 £0,5 1,02
SEM 23 15,5+0,2 1,01 273+0,2 1,03
&  SEM24 15,7+0,2 1,01 26,1£0,1 1,00
§ SEM 27 15,8 0,3 1,02 26,3+0,2 1,00
g SEM 29 15,5+ 0,1 1,00 25,8+03 0,96
% SEM 30 15,5+0,2 1,01 26,0 + 0,4 1,01
£ SEM31 15,7£0,2 0,99 26,1+ 0,4 1,02
SEM 32 15,5+0,1 1,00 25,7+0,2 1,00
SEM 33 16,2 £ 0,3 1,07 25,0+0,1 0,98
SEM 83 15,7£0,1 0,99 24,0 £0,2 0,92
SEM 86 15,7+0,3 0,98 25,5+0,3 1,02
SEM 36 16,1 £0,2 1,01 25,6 +0,2 1,00
.  SEM37 16,6 +0,1% 1,07 26,1£0,1 1,02
% SEM 39 15,5+ 0,1 1,00 26,3+03 1,00
§ SEM 40 159£0,2 1,02 33,7+0,1* 1,29
°  sEma 16,0 £0,2 1,01 34,0 +0,5% 1,33
SEM 87 16,1 +0,1 1,00 26,0 £0,7 1,03

CN (Controle negativo) — DMSO 0,5% (dimetilsulfoxido; v/v); CP (Controle positivo) - PPP coletado em

tubo contendo heparina (17 IU/mL de sangue total); EP — erro padrio da média; RNI — razéo normalizada
internacional. Os dados foram expressos como média + erro padrdo; N =3. ANOVA de uma via seguida
do pos-teste de Bonferroni. *Diferenca significativa em relagdo ao controle (P < 0,05). Fonte: A autora.



59

5.3 PREDICAO TEORICA DE TOXICIDADE E BIODISPONIBILIDADE ORAL
DOS COMPOSTOS DA SERIE “SEM”

Como véarios compostos apresentaram significativa atividade antiagregante na
triagem in vitro, realizou-se a andlise dos parametros tedricos preditivos de toxicidade e
de biodisponibilidade oral para auxiliar na sele¢do de quais compostos seriam mais
promissores €, portanto, selecionados para dar continuidade aos estudos.

A avaliagio tedrica da toxicidade efetuada através do programa Osiris® Property
Explorer indicou que todos os compostos do grupo das piranocumarinas (Tabela 4)
apresentam baixo risco para os parametros de mutagenicidade e tumorigenicidade, por
outro lado, essas substancias apresentaram elevado risco de efeito irritativo e efeito
negativo sobre a reprodu¢@o. Dentre os cromenos, todos apresentaram baixo risco para
todos os parametros de toxicidade. A cumarina, substancia precursora, demonstrou alto

risco apenas para efeito negativo sobre a reproducao.

Tabela 4 - Predicao tedrica da toxicidade dos compostos da série “SEM” determinada
com auxilio do programa Osiris® Property Explorer

. Efeito
Efeito negativo
Composto Mutagenicidade Tumorigenicidade irritativ so%)r ea
0 reproducao
E
£ SEM19 1 1 1 3
S
SEM 20 1 1 3 3
SEM 21 1 1 3 3
& SEM22 1 1 3 3
S SEM23 1 1 3 3
g SEM 24 1 1 3 3
£ SEM27 1 1 3 3
b
= SEM29 1 I 3 3
SEM 30 1 1 3 3
SEM 31 1 ! 3 3
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Os riscos foram classificados em: 1 = baixo risco teodrico de toxicidade; 2 = médio risco teorico de
toxicidade; 3= alto risco tedrico de toxicidade. Fonte: A autora.
Tabela 4 - Predicao tedrica da toxicidade dos compostos da série “SEM” determinada

com auxilio do programa Osiris® Property Explorer - continuagio

. Efeito
Efeito negativo
Composto Mutagenicidade Tumorigenicidade irritativ &
o sobre a
reproducio
E
5 SEM19 1 1 1 3
S
g SEM32 1 1 3 3
= SEM33 1 1 3 3
=
= SEMS3 1 1 3 3
&  SEM 86 1 1 3 3
SEM 36 1 1 1 1
2 SEM 37 1 1 1 1
S SEM39 1 1 1 1
£
S SEM40 1 1 1 1
@)
SEM 42 1 1 1 1
SEM 87 1 1 1 1

Os riscos foram classificados em: 1 = baixo risco teorico de toxicidade; 2 = médio risco tedrico de
toxicidade; 3= alto risco tedrico de toxicidade. Fonte: A autora.

Os critérios fisico-quimicos das piranocumarinas e cromenos foram presumidos
utilizando-se a ferramenta in silico SwissADME. Com a analise dos dados (Tabela 5), ¢
possivel observar que, no grupo piranocumarinas, apenas o SEM 22 violou uma das
regras propostas por Lipinski (2001) e Veber (2002). Em relagdo aos cromenos, dois

compostos violaram uma das regras, o SEM 37 e o SEM 40.
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Tabela 5 - ParAmetros fisico-quimicos das piranocumarinas e cromenos da série “SEM”
calculados pelo programa SwissADME

PARAMETROS
mll;"g PM  nO+N “OITN Nrotb TPSA Violl::()es
Regra <415 | <500 | <10 <5 <10 | <140 <1
E
S SEM19 076 19217 4 2 0 70,67 0
E
o
SEM20 2,19 380,78 5 2 1 10948 0
SEM21 230 42523 5 2 1 10948 0
SEM22 082 39133 7 2 2 1553 1
SEM23 1,09 40639 7 2 3 12794 0
S SEM24 080 43641 8 2 4 137,17 0
S sEmM27 207 3237 5 2 2 10948 0
§ SEM29 242 41381 6 2 30 111,99 0
S SEM30 253 45826 6 2 3 111,99 0
& SEM31 108 42436 8 4 2 110,07 0
SEM32 134 43941 8 2 5 | 13045 0
SEM33 1,05 46944 9 2 6 | 139,68 0
SEM83 2,09 38035 6 3 1 135,00 0
SEM 86 2,19 380,78 5 2 1 10948 0
SEM36 1,88 39220 5 3 3 102,01 0
. SEM37 037 35830 7 3 4 147,83 1
S SEM39 068 37336 7 3 5 12047 0
g SEM40 0,17 38936 8 4 5 140,70 1
© sEM42 045 35933 7 4 4 13147 0
SEM87 1,65 33130 6 3 3 102,01 0

mLogp = predi¢ao de lipofilicidade; PM = peso molecular; nO+N = niimero de N e O aceptores de
ligacdes de H; nOH+NH = niumero de NH e OH doadores de ligacdes de H; N rotb = nimero de ligacdes
rotacionaveis; TPSA = area de superficie polar topologica; N° violagdes = nimero de violagdes. Fonte: A

autora.
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5.4 ACAO DOS COMPOSTOS DA SERIE “SEM” SOBRE A VIABILIDADE DAS
PLAQUETAS

Para o prosseguimento dos experimentos, avaliou-se a toxicidade dos compostos
considerados mais promissores sobre plaquetas humanas utilizando-se o método de
exclusao com azul de Trypan. Como ¢ possivel observar na Figura 11, os compostos
ndo foram toxicos para as plaquetas, uma vez que nao houve diferenga significativa
entre o controle negativo para morte celular (95,86 + 0,50%) e as trés moléculas
testadas, SEM 39 (93,86 + 0,46%), SEM 40 (93,70 + 0,60%) ¢ SEM 42 (94,93 +
1,22%).

Figura 11 - Efeito dos cromenos (500 uM) sobre a viabilidade de plaquetas

150+

1004 P

Plaquetas viaveis (%o)
th
=
1

I] 1 LI ¥ 1 —
CN CP  SEM30 SEM 40 SEM 42

CN (Controle negativo de viabilidade) — Fix&Perm. CP (Controle positivo de viabilidade) — DMSO 0,5%
v/v. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média; N = 3. ANOVA de uma via seguida
do pos-teste de Bonferroni (P > 0,05). Fonte: A autora.
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5.5 AVALIACAO DO EFEITO ANTIAGREGANTE DOS COMPOSTOS
SELECIONADOS EM RELACAO A SUA CONCENTRACAO E AO TEMPO DE
INCUBACAO

5.5.1 Avaliacdo do efeito concentracio-resposta e determinacio da Clso dos

compostos selecionados

Para verificar se o efeito dos compostos selecionados era dependente da dose,
foram realizadas diluigdes seriadas dos mesmos e verificados os percentuais de
agregacdo dos PRPs tratados com estas diluicdes. A partir das curvas obtidas, também
foi calculada a Clso. Nesses experimentos, além do ADP e da epinefrina, também foi
avaliado o efeito dos compostos na agregacdo induzida por colageno. Ao analisar a
Figura 12, é possivel concluir que, quando o ADP foi empregado como agonista, o
efeito antiagregante do SEM 39, 40 e 42 reduz em conformidade com a diminui¢do da
concentragdo testada. A melhor Clso encontrada a partir da estimulagdo com o agonista
ADP foi alcangada com o SEM 40 (46,09 = 0,63 uM), o SEM 42 (144,70 + 3,89uM)
obteve a segunda melhor Clso e 0 SEM 39 (307,2 + 3,47 uM) a pior.
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Figura 12 - Curvas concentragdo resposta dos trés compostos selecionados utilizando-

se difosfato de adenosina (ADP - 10 uM) como agonista
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Painel A: Curva concentragdo-resposta do composto SEM 39. Painel B: Curva concentragdo-resposta do
composto SEM 40. Painel C: Curva concentragdo-resposta do composto SEM 42. Os dados foram
expressos como média + erro padrao da média; N = 3. Clso — Concentracao inibitoria de 50%; Letras “a”,
“b” e “c” — Pontos apresentados com letras diferentes possuem diferencas significativas entre si, pontos
apresentados com letras iguais ndo obtiveram diferengas significativas entre si (P < 0,05). ANOVA de
uma via com pos-teste de Tukey. Fonte: A autora.

De forma similar ao ADP, ao observar a Figura 13, é possivel concluir que,
quando a epinefrina € utilizada como agonista, o efeito antiagregante também diminui a
medida a concentragdo dos compostos diminui. O composto SEM 40 obteve novamente

a Clso mais expressiva (61,53 = 1,80 uM). Diferentemente do ADP, no caso da
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epinefrina, o SEM 39 obteve a segunda melhor Clso (94,19 £1,47 uM), seguido do SEM
42 que apresentou uma Clso de 110,00 + 2,07 uM.

Figura 13 - Curvas concentragdo resposta dos trés compostos selecionados utilizando-

se epinefrina (5 pg/mL) como agonista
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Painel A: Curva concentragdo-resposta do composto SEM 39. Painel B: Curva concentragdo-resposta do
composto SEM 40. Painel C: Curva concentragdo-resposta do composto SEM 42. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da média; N = 3. CIso — Concentrag@o inibitoria de 50%; Letras “a”,
“b” e “c” — Pontos apresentados com letras diferentes possuem diferencgas significativas entre si, pontos
apresentados com letras iguais ndo obtiveram diferengas significativas entre si (P < 0,05). ANOVA de
uma via com pos teste de Tukey. Fonte: A autora.

Com relagdo ao uso de colageno como agonista, os trés compostos (SEM 39, 40
e 42) obtiveram perfis de concentragdo-resposta muito similares (Figura 14). Da mesma
forma, suas Clso foram semelhantes entre si e em geral maiores que para os outros
agonistas testados (SEM 39 = 266,30 &+ 34,00 uM, SEM 40 = 293,61+ 39,15 uM e SEM
42 =276,30 = 36,57 uM).
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Figura 14 - Curvas concentragdo resposta dos trés compostos selecionados utilizando-
se colageno (2 pg/mL) como agonista
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Painel A: Curva concentragdo-resposta do composto SEM 39. Painel B: Curva concentragdo-resposta do
composto SEM 40. Painel C: Curva concentragdo-resposta do composto SEM 42. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da média; N = 3. Clso — Concentrag@o inibitoria de 50%; Letras “a”,
“b” e “c” — Pontos apresentados com letras diferentes possuem diferencas significativas entre si, pontos
apresentados com letras iguais ndo obtiveram diferengas significativas entre si (P < 0,05). ANOVA de

uma via com pos teste de Tukey. Fonte: A autora

5.5.2 Determinacio do efeito tempo-resposta dos compostos selecionados

Para avaliar se o efeito antiagregante dos compostos era dependente do tempo de

incubagdo, as trés substancias selecionadas foram incubadas com PRP nas suas

concentragdes de Clso por 5 e 15 minutos, em seguida, foram estimulados por ADP ou

epinefrina. Como ¢ possivel observar na Tabela 6, a agregacdo média das plaquetas

estimuladas com ADP apdés 15 minutos de tratamento com os compostos foi

significativamente maior do que a agregacao meédia obtida apds 5 minutos de incubagao
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(SEM 39: P= 0,003; SEM 40: P= 0,041; SEM 42: P= 0,044). Quando o agonista
utilizado foi a epinefrina, o SEM 40 foi o Uinico composto que a agregacao média dos
dois tempos nao foi significativamente diferente entre si (P= 0,626). Para o SEM 39 ¢ o
SEM 42, a agregacao média apos 15 minutos de agregacgao foi significativamente maior

(P=0,0279 e P=0,0027, respectivamente).

Tabela 6 - Efeito dos compostos SEM 39, 40 ¢ 42 em relagdo ao tempo de incubagao (5
¢ 15 minutos)

ADP Epinefrina
Tratamento Média £ EP (%) Média £ EP (%)
5 min 15 min 5 min 15 min
Controle 833+24 86,6 £ 1,4 83,5+0,8 87,4+0,8
SEM 39 (62,5 uM) 62,0+ 1,7 93,6 £2,0% | 64,622 | 73,6+24%
SEM 40 (31,2 uM) 63,0+ 1,1 85,3+3,6% | 723+28 69,0 +3,0
SEM 42 (110,0 uM) 69,3+ 1,4 80,0£2,0* | 663+1,2 | 77,3+£0,8*

ADP — difosfato de adenosina; EP — erro padrdo da média; Controle — dimetilsulféxido 0,5% v/v. As

amostras foram incubadas durante 5 ¢ 15 minutos em suas respectivas Clso. Os dados foram expressos

como média + erro padrdo da média; N = 3. Teste t de Student para amostras independentes. Fonte: A
autora.

5.6 AVALIACAO DOS PERFIS DAS CURVAS DE AGREGACAO NAS
DIFERENTES CONCENTRACOES DOS COMPOSTOS

Para melhor entender o mecanismo de ag¢do dos trés compostos selecionados,
avaliou-se os perfis das curvas de agregacdo quando o PRP foi tratado com os
compostos em diferentes concentragdes e estimulado por ADP, epinefrina ou colageno.
Como ¢ possivel observar na Figura 15, na agregacao estimulada pelo ADP, o SEM 39
em suas maiores concentragcdes (500 uM e 333 puM) reverteu totalmente ou
parcialmente a primeira onda de agregagdo e, consequentemente, inibiu a segunda onda.
Nas concentragdes subsequentes, a segunda onda foi parcialmente inibida, mas nao

houve alteracdo da primeira.
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Figura 15 - Perfis das curvas de agregacgdo plaquetaria induzidas por ADP (10 pM) com

diferentes concentragdes do SEM 39
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ADP — difosfato de adenosina; Controle — DMSO 0,5% v/v. Imagens ilustrativas; N = 3. Fonte: A autora.

Quando o agonista utilizado foi a epinefrina (Figura 16), o SEM 39 em suas
maiores concentracdoes (500 uM e 333 puM) inibiu totalmente a segunda onda de
agregacao e parcialmente a primeira. Nas demais concentragdes, o composto inibiu

parcialmente a segunda onda, ndo alterando a primeira.
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Figura 16 - Perfis das curvas de agregacdo plaquetaria induzidas por epinefrina

(5ug/mL) com diferentes concentragdes do SEM 39
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Controle — DMSO 0,5% v/v. Imagens ilustrativas; N = 3. Fonte: A autora.

Em relagcdo ao composto SEM 40 (Figura 17), este inibiu totalmente e
parcialmente a primeira onda de agregacdo nas maiores concentragdes (500 uM, 333
uM e 250 uM) e, semelhante ao que ocorreu com o SEM 39, ele inibiu parcialmente a

segunda onda de agregagdo nas demais concentragdes.
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Figura 17 - Perfis das curvas de agregacgdo plaquetaria induzidas por ADP (10 pM) com
diferentes concentragdes do SEM 40

4

é Controle 0 pM

‘ f,'-'-.;'n'-*n*"""#‘f
— I i
LE nb-'-
(=T

e

H ]

ErrasEEssREERET

15,6 ph

SEM 40 agregacao ADP (

SRR REESAEFAEE R SRR REAR PR R R PR AR RES AR rRaREaS

FELEEET

20000 M

62,5 uM

250 M

e i

B o
31.2 uM

o

Tempo (5 min)

ADP — difosfato de adenosina; Controle — DMSO 0,5% v/v. Imagens ilustrativas; N = 3. Fonte: A autora.

Quando a epinefrina foi utilizada como agonista (Figura 18), o SEM 40

apresentou perfis de curvas similares aquelas obtidas quando o ADP foi utilizado, ou

seja, nas duas maiores concentragdes (500 uM e 250 pM) a primeira onda foi

totalmente ou parcialmente inibida, enquanto nas demais concentragdes, a segunda onde

foi parcialmente inibida.
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Figura 18 - Perfis das curvas de agregacdo plaquetaria induzidas por epinefrina

(5ug/mL) com diferentes concentragdes do SEM 40
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Controle — DMSO 0,5% v/v. Imagens ilustrativas; N = 3. Fonte: A autora.

Por fim, o composto SEM 42, assim como o SEM 39 e o 40, na sua maior
concentragdo (500 upM) causou reversdo e consequente inibicao total da primeira onda
de agregacao estimulada pelo ADP (Figura 19). Nas demais concentragdes, a inibi¢do

da segunda onda de agregacao foi parcial.
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Figura 19 - Perfis das curvas de agregacgdo plaquetaria induzidas por ADP (10 pM) com

diferentes concentragdes do SEM 42
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ADP — difosfato de adenosina; Controle — DMSO 0,5% v/v. Imagens ilustrativas; N = 3. Fonte: A autora.

Com relagdo a epinefrina (Figura 20), o composto SEM 42 também interferiu na

primeira onda de agrega¢do na maior concentracao (500 uM) e diminuiu a propagacao

de sinal (segunda onda) nas demais concentracoes.
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Figura 20 - Perfis das curvas de agregacdo plaquetaria induzidas por epinefrina

(S5ug/mL) com diferentes concentragdes do SEM 42
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Por fim, o ltimo agonista testado foi o colageno, ao observar a Figura 21, nota-
se que os trés compostos agiram de forma semelhante nas concentragdes testadas, ou
seja, na concentragdo de 500 uM as trés moléculas inibiram completamente as duas
ondas da agregacdo (agregacdo média: SEM 39 = 4,0 + 1,0%; SEM 40 = 4,5 +0,5%;
SEM 42 = 3.5 + 0,5%), ao passo que, na concentragdo de 250 M, os compostos ja nao
conseguiram mais interferir nas curvas de agregacdo (agregacdo média: SEM 39 =

79,50 + 2,5%; SEM 40 = 84,5 % 0,5%; SEM 42 = 82,0 + 2,0%).
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Figura 21 - Perfis das curvas de agregacdo plaquetaria induzidas por colageno

(2ug/mL) com diferentes concentragdes dos cromenos da série “SEM”
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Painel A: Curvas de agregagdo do SEM 39; Painel B: Curvas de agregacdo do SEM 40; Painel C: Curvas
de agregagdo do SEM 42. Controle — DMSO 0,5 % v/v. Imagens ilustrativas; N = 3. Fonte: A autora.

5.7 ATIVIDADE DO SEM 39, 40 E 42 SOBRE A EXPRESSAO MEMBRANAR DA
Gpllb/Illa ATIVADA E DE P-SELECTINA

Para investigar se os compostos eram capazes de interferir na ativacao
plaquetaria, avaliou-se o efeito do SEM 39 (94,2 uM), 40 (61,5 uM) e 42 (110,0 uM)
sobre a ativacdo da GplIb/Illa (PAC-1) e sobre a expressao membranar da P-selectina
(CD62P) quando as plaquetas eram estimuladas com epinefrina. Como ¢ possivel
observar na Tabela 7, todos os compostos inibiram a ativagdo das plaquetas uma vez
que houve diminui¢do da expressdo de ambos os marcadores de ativagdo. Destaca-se

que as trés moléculas foram mais eficientes em inibir a ativacdo da Gpllb/Illa do que a
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expressao de P-selectina, com excecdo da SEM 39, que inibiu expressivamente os dois

marcadores.

Tabela 7 - Porcentagem de inibi¢ao da expressao de GpllIb/Illa ativada (PAC-1) e de P-
selectina (CD62P) pelos compostos SEM 39, SEM 40 ¢ SEM 42

Inibicao (%) apos estimulo com epinefrina

Tratamento
PAC-1 CDh62P
SEM 39 (62,5 uM) 70,2 45,5
SEM 40 (31,2 uM) 63,2 12,1
SEM 42 (110,0 uM) 62,7 14,2

A porcentagem (%) de inibigdo da expressdo de PAC-1 e CD62P foi calculada a partir das intensidades de
fluorescéncia médias (IFM) obtidas apos a fusdo dos arquivos com a ferramenta File Merge. Fonte: A
autora.

5.8 ACAO DOS COMPOSTOS SEM 39, SEM 40 ¢ SEM 42 SOBRE A AGREGACAO
PLAQUETARIA INDUZIDA POR AA

Para auxiliar na elucidacdo do mecanismo da agdo antiagregante dos trés
compostos, avaliou-se a a¢do dos cromenos (31,2 uM) sobre a agregacdo plaquetaria
estimulada por acido araquidonico. Ao observar a Figura 23, € possivel constatar que a
agregacao plaquetaria foi inibida quase que completamente pelo SEM 39, 40 e 42, com

porcentagens de agrega¢do de 2,0 + 1,0%, 1,5 £0,5% e 1,0 = 0,0%, respectivamente.
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Figura 22 - Efeito dos compostos SEM 39, SEM 40 e SEM 42 sobre a agregacao

plaquetaria induzida por acido araquidonico
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AA: acido araquiddnico (500 pM). Curva preta: Controle (DMSO 0,5% v/v); Curva azul: SEM 39; Curva
vermelha: SEM 40; Curva verde: SEM 42. Imagem ilustrativa. N = 3. Fonte: A autora.
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6 DISCUSSAO

A busca por novos compostos-prototipos de farmacos para o manejo e
tratamento das doengas que mais acometem pessoas no mundo, como as DCVs, ¢ de
vital interesse e, também, de certa urgéncia, posto que doengas como as que acometem
o aparelho cardiovascular sdao de dificil tratamento farmacoldgico ¢ os medicamentos
disponiveis apresentam variados efeitos adversos e interagdes com alimentos e outros
farmacos (BOTELHO; MARTINS; REIS, 2018; XIANG ect al., 2019).

No Brasil, as DCVs sdo uma das principais causas de morbimortalidade e
resultam nos maiores gastos orgamentarios do SUS. Segundo dados da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no periodo de 2003 a 2013, treze
medicamentos voltados para doengas que acometem o aparelho circulatorio foram
aprovados para uso no sistema publico de saude. Por mais que seja um nimero
significativo de medicamentos, grande parcela desses sdo anticoagulantes e
antiagregantes com mecanismos de agdo semelhantes, fazendo com que exista uma
caréncia de medicacdes com mecanismos de agdo distintos o que dificulta o manejo
para individuos com resisténcia ou contraindicagdes aos tratamentos habitualmente
empregados, o que o que mostra a importancia pela busca denovos agentes
farmacologicos (BOTELHO; MARTINS; REIS, 2018; COX, 2019).

As inovagdes tecnoldgicas que permitiram grandes avangos no estudo de macro
e micromoléculas bioldgicas, bem como a criagao de softwares que propiciam agilidade,
somados a evolugdo na drea da sintese organica, permitiram 0
planejamento e desenvolvimento de novas entidades quimicas em maior quantidade,
menor tempo e com estruturas quimicas similares, sendo esse, um marco de grande
valia para a busca por novos farmacos (HESSLER; BARINGHAUS, 2018;
SCHNEIDER, 2017).

Diante do exposto, o presente estudo analisou o efeito de duas séries de
compostos sintéticos, piranocumarinas (SEM 20, 21, 22, 23, 24, 27, 29, 30, 31, 32, 33,
83 ¢ 86) e cromenos (SEM 36, 39, 40, 42 ¢ 87), além da molécula precursora de ambas
(SEM 19), sobre a hemostasia.

O primeiro passo para a realizagdo do estudo foi efetuar uma triagem com todos
os compostos a fim de avaliar seu efeito sobre a hemostasia primdria, ou seja, a

agregacao de plaquetas. Para tanto, as plaquetas tratadas com os compostos foram
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estimuladas por ADP e epinefrina, dois importantes agonistas plaquetarios.
Primeiramente, testou-se a molécula precursora, SEM 19, em elevada concentragao
(500 uM), e constatou-se que a mesma inibiu significativamente a agregagao induzida
por todos os agonistas testados, demonstrando o potencial da série. Semelhantemente,
todos os compostos da classe das piranocumarinas também conseguiram inibir
significativamente a agregacgao plaquetaria quando em alta concentragao.

Tsai e colaboradores (1998), ao analisarem compostos isolados da planta
Toddalia asiatica, constataram que a piranocumarina denominada “braylin” (100
ng/mL), ndo conseguiu reduzir significativamente a agregagao plaquetaria induzida por
ADP em PRP de coelhos. Aida e colaboradores (1995), utilizando também plasma de
coelhos, demonstraram que uma mistura de priranocumarinas (preapturinas A ¢ B, na
proporgao 3:2) obtida Peucedanum praeruptorum, inibiu significativamente a agregacao
plaquetaria induzida por ADP (10 uM), porém, essa inibi¢do foi menor quando
comparada com as obtidas pelos demais agonistas (acido araquiddnico, coldgeno e fator
de ativagao plaquetaria) utilizados no trabalho.

Assim como no estudo de Aida e colaboradores (1995), a maioria das
piranocumarinas avaliadas no presente estudo também obtiveram inibicdes menos
expressivas quando a agregacdo foi induzida por ADP em comparagdo a epinefrina. Os
compostos SEM 24, 32 e 33 foram os Unicos em que a agdo antiagregante foi superior
no ADP. Esses compostos possuem em comum metoxilas (MeO) em seus radicais 1 e 2
(R!, R?), diferentemente das demais moléculas, o que poderia justificar esse efeito
diferenciado.

De forma semelhante as piranocumarinas, os cromenos também inibiram
significativamente a agregacao plaquetaria induzida pelos dois agonistas testados. Tal
qual o presente trabalho, outros estudos encontrados na literatura ja demonstraram que
os cromenos € seus derivados possuem potente atividade inibitoria frente a agregacao
plaquetédria estimulada por diferentes agonistas como colageno, ADP e epinefrina
(KERI et al., 2014; MAZZEI et al., 1990). Segundo Mazzei e colaboradores (1988), a
intensidade da atividade antiagregante dos cromenos relaciona-se intimamente com 0s
grupamentos quimicos presentes em cada radical da molécula chave. No estudo de
Mazzei e colaboradores (1988), verificou-se que a presenca de substituintes doadores de
elétrons como hidroxila (OH), MeO e metila (CHs) na posicdo 7 aumentou a atividade

inibitoria dos compostos. De forma semelhante, no presente trabalho, todos os
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compostos testados possuem substituintes doadores de elétrons em seus radicais, o que
justificaria o potente efeito inibitério apresentado pela maioria das moléculas. Contudo,
¢ importante ressaltar que a presenca de substituintes doadores de elétrons nao ¢ o tinico
aspecto capaz de melhorar a atividade dos cromenos, uma vez que moléculas podem
apenas compartilhar seus elétrons com o receptor de agdo ao invés de dod-los
completamente, essa acdo causa uma ressonancia entre receptor e elétrons que contribui
também para o aumento da atividade inibitoria.

Por fim, os resultados apresentados na Tabela 2 evidenciaram que a sintese e
modificacdo das moléculas de piranocumarinas e cromenos aqui investigadas
permitiram uma potencializacdo de efeito antiagregante e, consequentemente, melhora
de desempenho destes compostos frente a agregacao induzida por ADP e/ou epinefrina.

Apesar de todos os compostos apresentarem efeitos antiagregantes significativos,
foram considerados promissores apenas os que obtiveram agregacdes médias inferiores
a 50% apos o tratamento. Essa definicdo ¢ embasada na perspectiva de que, caso o
composto ndo seja capaz de inibir a agregacdo em 50% ja em alta dose, a Clso calculada
para o composto sera superior a concentracdo de 500 puM, uma concentragdo ja
considerada elevada para estudos in vitro e que muito provavelmente seria inviavel de
ser atingida in vivo. Dentro deste pardmetro, os compostos SEM 19, 20, 23, 24 e 27 ndo
foram considerados antiagregantes promissores, uma vez que apresentaram agregagao
média superior a 50% para pelo menos um dos agonistas utilizados na triagem. Com
excecdo do SEM 27, todos os demais sdo provenientes de uma mesma estrutura base,
podendo assim sugerir que esse efeito diminuido esteja relacionado com a molécula
geral ao invés de seus radicais. Interessante ressaltar que a substancia precursora (SEM
19) foi classificada como ndo promissora, dessa forma, fica mais uma vez evidente que
as mudancas realizadas nas estruturas quimicas melhoraram o seu desempenho como
antiagregante.

Posteriormente a triagem relacionada a hemostasia primaria, foram realizadas
avaliacdes do efeito dos compostos sobre a hemostasia secundaria pela determinagdo do
TP e do TTPa dos plasmas tratados com as piranocumarinas, os cromenos € a molécula
precursora. Com a realizagdo dos experimentos, constatou-se que apenas a molécula
precursora (SEM 19) aumentou significativamente o tempo de ambos os ensaios, 0 que
sugere que o SEM 19 seja capaz de interferir em um unico ponto da via comum da

coagulacdo ou que seja capaz de interferir em multiplos pontos da cascata afetando,
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assim, simultaneamente a via extrinseca e intrinseca da coagulacio. O SEM 37
prolongou significativamente apenas o TP, o que indica que ele interfira nos processos
da via extrinseca. O SEM 40 ¢ 42 prolongaram apenas o TTPa, indicando que a
interferéncia seja exclusiva na via intrinseca da coagulagao.

O RNI ¢ um célculo de calibragdo padronizado pela Organizacio Mundial da
Satde (OMS) e utilizado a fim de minimizar as variagdes de resultados do TP entre
laboratorios que utilizam técnicas e reagentes diferentes entre si. Segundo a literatura,
para que um individuo em terapia anticoagulante com varfarina seja considerado
adequadamente anticoagulado, os valores de TPrni dos pacientes devem encontrar-se
entre 2,0 e 3,0. J& em individuos que ndo utilizam farmacos anticoagulantes, o valor de
TPrni esperado situa-se na faixa de 1,0 a 1,3 (ARAUJO; DOMINGUES; VAN
BELLEN, 2014; SERRALVO; ZAMBOTI; BREGANO, 2015; SHIKDAR;
BHATTACHARYA, 2018). Embora os compostos SEM 19 e 37 tenham
significativamente aumentado os valores de TP, essas alteragdes ndo foram suficientes
para alterar expressivamente o TPrni, uma vez que seus valores de TPrni encontram-se
dentro da faixa de normalidade. Dessa forma, conclui-se que nem o cromeno € nem a
molécula precursora apresentaram atividade anticoagulante clinicamente promissora.

Os compostos SEM 19, 40 e 42 foram capazes de prolongar significativamente o
TTPa, porém, similarmente ao TP, o TTPa também possui uma razdo de normalizagdo
em que os valores para individuos clinicamente saudaveis variam de 1,0 a 1,5
(SHIKDAR; BHATTACHARYA, 2018). Desse modo, nem a estrutura precursora nem
os dois cromenos demonstraram efeito considerado clinicamente significativo, uma vez
que o TTPanze das trés moléculas se assemelhou ao resultado de individuos que nao
fazem o uso de anticoagulantes.

Por fim, os resultados obtidos nas triagens realizadas no presente trabalho
demonstraram que nenhum composto avaliado possui promissora atividade
anticoagulante, porém, tendo em vista que a molécula precursora, bem como trés dos
outros compostos, causou um pequeno prolongamento do TP e/ou TTPa, ¢ possivel
ponderar que novas modificacdes estruturais poderiam aprimorar este efeito sobre a
coagulacdo de forma a se ter um candidato a protdtipo para novos farmacos
anticoagulantes.

Clinicamente, ¢ de grande beneficio que as substancias testadas tenham apenas

efeito sobre uma das fases da hemostasia, haja visto que, ao atuar sobre ambas (fase
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plaquetaria e coagulacdo) o risco de efeitos adversos, como sangramentos espontaneos,
seria inegavel (HOFFBRAND; MOSS, 2013). Dessa forma, levando-se em
consideragdo que tanto as piranocumarinas como os cromenos desempenharam efeitos
promissores apenas na hemostasia primaria, pode-se concluir que todos estes compostos
testados seriam interessantes para dar continuidades aos testes.

Como citado acima, as andlises in silico representam uma fase de suma
importancia na avaliagdo de um protdtipo farmacologico, pois além de fornecer
feedback sobre estudos como a biodisponibilidade, os dados computacionais colaboram
para reduzir erros e aleatoriedades, tornando o estudo mais eficiente e assertivo
(SCHNEIDER, 2017). Considerando todas essas questdes, testes in silico foram
utilizados para explorar a predisposi¢do tedrica dos compostos da série “SEM” a efeitos
de toxicidade, bem como para avaliar as suas caracteristicas fisico-quimicas.

Ao analisar a Tabela 4, constatou-se que todos os compostos do grupo das
piranocumarinas manifestaram baixo risco teorico para os parametros de
mutagenicidade e tumorigenicidade, por outro lado, essas substincias apresentam
elevado risco de efeito irritativo e efeito negativo sobre a reproducdo. Os cromenos, por
sua vez, apresentaram menor toxicidade teérica quando comparados com o grupo das
piranocumarinas, uma vez que todos os compostos do grupo apresentaram baixo risco
de toxicidade teorica.

O composto SEM 19, assim como as piranocumarinas, apresentou elevado risco
de efeito negativo sobre a reproducao. Em razao de ser o precursor de ambas as séries, ¢
possivel presumir que a substitui¢do da carbonila para a sintese dos cromenos tornou
essas estruturas menos toxicas. Por outro lado, a carbonila, juntamente com a adi¢do de
elementos da familia dos halogénios, podem ter sido os responsaveis pelo aumento do
risco teorico de toxicidade das piranocumarinas em relacdo a molécula precursora.

Martin e colaboradores (2018), ao avaliarem a citotoxicidade in vitro dessa
mesma série de compostos sobre linhagens de células de leucemia resistentes a
farmacos e sua sublinhagem sensivel a alguns medicamentos, constataram que as
piranocumarinas apresentavam maior citotoxicidade do que os cromenos. Esses
resultados reforgam a hipdtese levantada por meios dos programas computacionais de
que as piranocumarinas possuem maior probabilidade de apresentarem alto risco de

toxicidade quando comparado com os cromenos.



82

As regras propostas por Lipinski e colaboradores (2001) sdo um conjunto de
parametros baseados nas propriedades fisico-quimicas de uma molécula com o intuito
de avaliar in silico o seu potencial para ser administrado por via oral em humanos, bem
como a sua farmacocinética. De acordo com esses parametros, para uma substancia ser
bem sucedida, ela necessita apresentar mLogP menor que cinco, peso molecular inferior
a 500, namero de aceptores de ligacdes de hidrogénio menor ou igual a 10, e numero de
doadores de ligacdo de hidrogénio igual ou inferior a cinco. Além disso, Veber e
colaboradores (2002) propuseram outros dois parametros que influenciariam na
absorc¢ao e biodisponibilidade oral, sendo assim, as moléculas devem dispor de 10 ou
menos ligacdes rotacionaveis e TPSA inferior a 140.

Levando em consideragao todos os parametros computacionais citados, na classe
das piranocumarinas, o composto SEM 22 violou a regra de TPSA, o que, teoricamente,
pode interferir na absor¢do intestinal completa e penetragdo da barreira
hematoencefalica dessa molécula (CLARK; PICKETT, 2000). Dentre os cromenos, 0s
compostos SEM 37 e 40 também obtiveram resultados superiores aos de referéncia para
a TPSA. Contudo, ressalta-se que a violagdo de uma das regras de Lipinski ou Veber
ndo inviabilizaria a utilizacdo dessas moléculas para posteriores estudos in vivo, tendo
em vista que aproximadamente 10% dos farmacos de uso oral violam pelo menos um
dos parametros propostos (CLARK; PICKETT, 2000; LIPINSKI et al., 2001; LIPINSKI
et al., 2012). Diante do exposto, no que diz respeito aos parametros propostos por
Lipinski ou Veber, todos os compostos avaliados apresentaram-se promissores.

Ao compilar todos os resultados obtidos nas triagens e nas avaliagdes in silico,
optou-se por ndo dar seguimento aos estudos com a classe das piranocumarinas, haja
visto que, por mais que os resultados de agregacdo plaquetdria se apresentaram
promissores, estes foram inferiores aos obtidos com os cromenos. Além disso, a
predi¢do da toxicidade evidenciou possiveis eventos indesejaveis que podem vir a
ocorrer caso essas moléculas sejam testadas in vivo.

A respeito dos cromenos, todas as moléculas demonstraram significativa inibi¢ao
da agregacao plaquetaria e apresentaram resultados desejaveis nos testes in silico. Por
esses motivos, a classe dos cromenos foi escolhida para o prosseguimento dos estudos.
Dentre esses, foram selecionados trés compostos, sendo eles: SEM 39, 40 ¢ 42. A
escolha foi baseada no desempenho das moléculas nos testes de triagem e por possuirem

estruturas similares, o que ¢ interessante, uma vez que seria possivel, com a continuagdo
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dos estudos, analisar a relagdo estrutura-atividade e a correlagdo destas com
intensificagcdo ou decréscimo da atividade.

O termo “estrutura privilegiada” ¢ muito utilizado para designar moléculas de
facil manuseio e fornecedoras de ligantes tteis para diversos tipos de receptores, bem
como alvos enzimaticos a partir de pequenas modificagdes estruturais. Ainda, estas
estruturas normalmente concebem séries de substancias semelhantes que, na maioria das
vezes, sdo fiéis as caracteristicas e agdes do seu principal andlogo (GASPAR, 2014;
KERI et al., 2014). Contudo, essa identidade ndo garante que todos os compostos da
série terdo baixa toxicidade e alta biodisponibilidade. Substincias privilegiadas
geralmente sdo rigidas e possuem estrutura base heterociclica assim como os cromenos
que, diante de tantos aspectos positivos, desempenham e continuam a desempenhar um
papel crucial na busca por novos farmacos (KERI et al., 2014).

Tendo selecionado os compostos que prosseguiriam com o0s estudos, o passo
seguinte foi avaliar se os trés cromenos eram toxicos para as plaquetas, uma vez que
Martin e seus colaboradores (2018) demonstraram possiveis potenciais citotoxicos
dessas mesmas moléculas.

A investigacdo do efeito dos compostos sobre a viabilidade das plaquetas foi
realizada por meio do método de exclusdo por azul de Trypan (Figura 11) em que
verificou-se que o SEM 39, 40 e 42 ndo atuam como agentes toxicos para as plaquetas,
mesmo quando utilizados em elevada concentracao (500 uM). Pode-se assim concluir
que o efeito antiagregante dos compostos estd intimamente ligado a inibi¢des dos
processos fisiologicos das plaquetas e ndo a uma perda de viabilidade das mesmas,
ainda, ¢ possivel citar que tal resultado ¢ favoravel para possiveis estudos in vivo.

Dispondo das informacdes de que os trés compostos possuem interessante
atividade antiagregante, que detém caracteristicas de toxicidade teorica e fisico-
quimicas favoraveis e que ndo foram nocivos para as plaquetas, avaliou-se se o efeito
antiagregante observado era dependente do tempo de incubagdo e da concentragdo de
cada molécula.

Ao observar as Figuras 12, 13 e 14 e a Tabela 6, € possivel constatar que os trés
compostos dependem da concentracdo para exercer o seu efeito antiagregante, porém,
esse efeito ndo ¢ dependente do tempo de incubagdo, pelo contrdrio, um aumento no
tempo de incubagdo reduz o efeito dos compostos sobre as plaquetas. Uma possivel

explicacdo para estes resultados € que um maior tempo de incubagado e, portanto, maior
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tempo de contato com o plasma e seus constituintes, esteja causando uma instabilidade
e/ou degradacao da molécula. Isto poderia representar desafios em futuros estudos in
vivo. Contudo, ¢ importante constar que esta instabilidade/degradacdo nao afetou o
efeito que o SEM 40 tem sobre a agrega¢do induzida por epinefrina, apenas a induzida
por ADP, o que traz a luz a possibilidade de que metabolitos secundarios dessa
molécula possuam algum efeito antiagregante interessante e que, além disso, tenham
mecanismo de agdo distinto da molécula original, haja visto que o perfil de inibicao foi
diferente. Portanto, sdo necessarios mais estudos para verificar esta hipotese de
instabilidade/degradacdo dos compostos, bem como para avaliar por que o SEM 40 ndo
perdeu a sua atividade apenas frente a epinefrina.

As melhores Clso calculadas, tanto para o ADP quanto para a epinefrina, foram
as do composto SEM 40, sendo que ambas Clso foram semelhantes entre si (46,09 £ 0,6
uM e 61,53 + 1,8 uM, respectivamente). Da mesma forma, o SEM 42 apresentou Clso
muito similares entre si, porém, com resultado mais promissor para a epinefrina (110,00
+ 2,0 uM) do que para o ADP (144,70 + 3,8 uM). Esses dois compostos detém em
comum uma metoxila em seu substituinte Ri e uma hidroxila em seu Rz, o que pode
estar relacionado com os seus efeitos similares, independentemente do agonista
empregado. O SEM 39 possui metoxila tanto no seu Ri quanto em seu Rz, o que poderia
explicar porque seu efeito foi tdo diferente dos outros, sua Clso para a epinefrina (94,19
+ 1,4uM) foi trés vezes menor do que para o ADP (307,2 £+ 3,4 uM). Diante do exposto,
¢ possivel sugerir que os valores mais baixos de Clso, bem como uma boa atividade
frente a epinefrina, estdo relacionados com o grupamento funcional estabelecido em Ro.
Quando o colageno foi utilizado como agonista, as Clso estabelecidas apresentaram-se
quase que idénticas para as trés substancias (266,3 + 34,0 uM para o SEM 39, 293,6 +
39,1 parao SEM 40 ¢ 276,3 £ 36,5uM para o SEM 42).

Semelhante aos achados do presente estudo, Mazzei e colaboradores (1988), ao
testarem um conjunto de cromenos, também obtiveram Clso mais elevadas quando os
agonistas utilizados foram o ADP e o coldgeno, com valores que alternavam entre 200
uM a 1000 uM e 130 uM a 1000 puM, respectivamente. Segundo os autores, as Clso
variaram conforme os grupamentos funcionais de cada radical, o que reforca os
resultados encontrados no presente trabalho.

O teste de agregacdo plaquetaria tem por objetivo avaliar in vitro a fungdo das

plaquetas por meio de investigacdes sobre as diferentes vias de ativagdo plaquetaria. O
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principio do teste ¢ baseado em um calculo sobre alteracdes na transmitancia da luz,
uma vez que, ao adicionar agonistas, a transmissdo de luz ¢ diminuida devido a
alteracdo no formato das plaquetas (que passam de discoide a esféricas) seguido por um
aumento gradativo na passagem da luz em virtude da formacdo de agregados
plaquetérios, o que torna o meio mais claro (BERNARDI; MOREIRA, 2004).

A ativagao plaquetaria como reflexo do estimulo pelo agonista induz a uma
resposta bifasica de uma primeira onda que compreende uma agregagdo reversivel
seguida por uma agregacao irreversivel que ¢ denominada segunda onda (PANICCIA,
2015). A primeira onda de agregacdo ¢ dependente dos processos de transducdo de
sinais que levam a ativagdo transitdria da plaqueta e que sdo desencadeados pela ligacao
do agonista (que foi adicionado ao PRP) ao seu receptor especifico na membrana
plaquetaria. Essa fase da curva de agregagdo ¢ também dependente da ativagdo do
receptor Gpllb/IIla. A segunda onda, por sua vez, depende da amplificagdo do sinal pro-
agregante. Essa amplificagdo de sinal ¢ realizada pelas proprias plaquetas que foram
transitoriamente ativadas durante a primeira onda e pode ocorrer por dois principais
mecanismos: pela secrecao dos granulos plaquetarios ricos em ADP e pela producdo de
TxA2 pelas plaquetas (BERNARDI; MOREIRA, 2004; ZHOU; SCHMAIER, 2005).

Diante do exposto, para tentar elucidar o mecanismo pelo qual os compostos
estdo inibindo a agregagdo plaquetdria, avaliou-se os perfis das curvas de agregacao
obtidas apds o tratamento do PRP com os mesmos. Quando utilizados em elevadas
concentragdes, € comum 0s compostos produzirem uma inibi¢do tdo forte nas vias de
sinalizagdo da plaqueta que a agregagdo ndo chega a acontecer ou acontece de forma
insipida, o que torna impossivel qualquer tipo de analise. Por isso, as observagdes mais
relevantes para a elucidacao dos mecanismos de acdo costumam ser feitas ao observar
as curvas geradas apods o tratamento das plaquetas com concentracdes intermediarias e
mais proximas das Clso.

No presente trabalho, com exce¢do do SEM 39 na agrega¢do induzida por ADP,
todas as moléculas estudadas inibiram quase que totalmente a primeira onda de
agregacao plaquetaria quando utilizadas na concentragdao de 500 uM (Figuras 15, 17 e
19), tornando dificil fazer inferéncias sobre o possivel mecanismo de a¢do. No entanto,
quando analisadas as curvas em que os compostos foram utilizados em concentragdes
proximas das Clso, percebe-se que todos inibiram parcialmente a segunda onda de

agregacdo quando o ADP e a epinefrina foram utilizados como agonista, mas nao
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quando o coladgeno foi empregado (Figuras 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21). A inibi¢ao
consistente da segunda onda de agregacdao gerada pela adi¢do de ADP e epinefrina
sugere que o possivel mecanismo de a¢do dos trés cromenos esteja relacionado com o
bloqueio da amplificagdo do sinal pro-agregante. Essa hipotese ¢ fortalecida por estudos
que apontam que individuos com deficiéncia congénita de secrecdo de granulos ou do
metabolismo do AA apresentam perfis hipoagregantes e com inibi¢ao da segunda onda
nas agregagoes induzidas por ADP e epinefrina (DAWOOD et al., 2012; HARRISON et
al., 2011).

Cada agonista desencadeia a ativagdo de vias de sinalizacdo especificas nas
plaquetas por meio de interagcdes com diferentes receptores (Figura 3) (POLL;
PARKER, 2020). Independentemente do receptor, considera-se que para que a
agregacao plaquetaria ocorra adequadamente, ¢ necessario que haja a ativagdo de vias
mediadas tanto por proteina Gq, quanto por Gi (LEE; STEFANINI; BERGMEIER,
2019). O ADP, ao interagir com seus receptores especificos P2Y1 ou P2Y12,
desencadeia a ativagdo por vias de sinaliza¢do que sdo intermediadas por proteinas Gq e
Gi, respectivamente. A epinefrina, por sua vez, ativa as plaquetas por meio de seus
receptores a2-adrenérgico acoplados a proteina Gi. As interagdes do ADP e da
epinefrina com seus receptores acoplados a proteina Gi culminam na ativagdo
plaquetdria por meio da regulagdao negativa do AMPc. Ao reduzir a concentragdo
citoplasmatica do AMPc, esses agonistas sdo capazes de ativar pequenas quantidades da
GplIb/Illa e gerar fracas agregacdes iniciais (primeira onda). Adicionalmente, a
ativacdo dos receptores acoplados a proteina Gi também provoca a ativagdo da PLA2, o
que leva a sintese do TxA2 pela agdo de enzimas sobre prostaglandinas que sdo
originadas a partir da fragmentacdo do 4cido araquidonico via COX1 (BROOS et al.,
2012; LEE; STEFANINI; BERGMEIER, 2019; TOMAIUOLO; BRASS; STALKER,
2017). Ao ser secretado pelas plaquetas, o TxA2 interage com seus receptores
especificos (Tpa e TpP) na superficie das plaquetas, esses receptores sdo acoplados a
proteina Gq que € responsavel pela ativacdo da via da PLCP2. Essa via realiza um
feedback positivo, aumentando a ativagdo plaquetaria por incentivar a producao de mais
TxA2 e por reforcar os processos de secrecao plaquetaria e de ativacdo da Gpllb/Illa
(CLEMETSON; CLEMETSON, 2019). A ligacao do ADP ao receptor P2Y1 acoplado a
proteina Gq também ¢ capaz de desencadear a ativagdo da PLCP2 e, consequentemente,

amplificar o sinal pré-agregante pela producao de TxA2 e secre¢do de granulos (RAND;
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ISRAELS, 2018; TOMAIUOLO; BRASS; STALKER, 2017). As plaquetas ndo
possuem receptores a2-adrenérgicos acoplados a proteina Gq, o que torna a epinefrina
um agonista altamente dependente da producao de TxA2 e secre¢ao de ADP para ativar
a proteina Gq e, consequentemente, gerar agregagdes completas (CLEMETSON;
CLEMETSON, 2019).

O colageno ¢ capaz de ativar as plaquetas por pelo menos duas vias de
sinalizagdo distintas, uma dependente de secre¢do e outra nao. Acredita-se que a sele¢ao
entre essas vias ¢ dependente da concentragdo de coldgeno usado para ativar as
plaquetas. Segundo Cho e colaboradores (2003), a via dependente de secrecdo ¢
preferida quando o colageno encontra-se em baixa concentragdo (2,5 pg/mL em 10°
plaquetas/mm?®). Essa via usa duas fosfolipases para causar agregacdo discernivel,
PLCy2 e a PLCB2 (CHO et al., 2003). Nessa via, o coldgeno interage com o seu
receptor especifico, a GpVI, que ativa a PLCy2. Esta, por sua vez, estimulara a
producdo de TxA2 e a secrecdo de granulos ricos em ADP. O ADP secretado liga-se ao
receptor P2Y'1 acoplado a proteina Gq e, dessa forma, ativa a PLCP2, responsavel por
amplificar o sinal pré-agregante iniciado pela PLCy2 e, consequentemente, por gerar
uma extensa agregacao plaquetaria (ASLAM et al., 2013; MONTAGUE; ANDREWS;
GARDINER, 2018). Cho e colaboradores (2003) demonstraram que, quando as
plaquetas sio estimuladas por altas concentragdes de colageno (50 pg/mL em 10°
plaquetas/mm?®), ocorre uma ativa¢io de GplIb/Illa e, por conseguinte, uma agregacgio
plaquetaria que ¢ independente de PLCy2, proteina Gq, secrecdo de granulos densos e
da ativagdo do receptor de TxA2. Essa via de ativacdo alternativa pode explicar porque
portadores de deficiéncia congénita de secrecdo de granulos ou do metabolismo do AA
apresentam perfis heterogéneo de agregacdo com o colageno, alguns apresentam
auséncia de agregacdo, enquanto outros sdo hipoagregantes ou normoagregantes
(DAWOOD et al., 2012; HARRISON et al., 2011). No presente estudo, a concentracao
de coldgeno empregada ¢ considerada intermediaria (2 pg/mL em 250.000
plaquetas/mm?), o que pode estar favorecendo ambas as vias de ativa¢io pelo colageno.
Dessa forma, € possivel que, apesar dos cromenos estarem inibindo as vias de
amplificacdo de sinal (secrecdo de granulos ou metabolismo do AA), o coldgeno seria
capaz de estimular as plaquetas a agregarem normalmente na presenca de concentragdes
menores dos compostos, 0 que explicaria o comportamento das curvas de agregagdo

obtidas quando o PRP foi estimulado pelo colageno.
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Mazzei e colaboradores (1988) investigaram o mecanismo de acdo de uma série
de cromenos e propuseram que a atividade antiagregante apresentada pelos compostos
estava atrelada a inibicdo da via do TxA2. Dessa forma, ¢ possivel propor que os
cromenos avaliados no presente estudo também atuem inibindo essa via e ndo a
secrecao de granulos.

Normalmente, nao ¢ esperado que haja diferenga no mecanismo de acao entre
compostos de uma mesma série que possuem estruturas quimicas muito semelhantes
entre si. Dessa forma, ndo seria, a priori, esperadoque os mecanismos de a¢gdo do SEM
39, 40 ¢ 42 fossem distintos. Contudo, ndo se pode deixar de constatar que o SEM 39
demonstrou algumas caracteristicas particulares, como Clso para ADP e epinefrina
muito diferentes entre si e a incapacidade de inibir fortemente a primeira onda de
agregacao induzida por ADP. Interessantemente, o SEM 39 permitiu que a primeira
onda de agregacdo se desenvolvesse de maneira instavel, de forma que houve reversao
da curva formada ap6s alguns minutos de agregacao.

Como mencionado, o ADP inicia a agregagdo pela ativagdo de seus receptores
especificos P2Y1 ou P2Y12 (BROOS et al., 2012; TOMAIUOLO; BRASS; STALKER,
2017). A ativa¢io do P2Y1 acoplado a proteina Gq causa rapida mobiliza¢io de Ca®*, o
que resulta em agregagdo plaquetdria reversivel. Para que a agregagdo plaquetéria
promovida pelo ADP seja irreversivel, € necessario que ele se ligue ao receptor P2Y 12
acoplado a proteina Gi (ASLAM et al., 2013). Portadores de deficiéncia congénita do
receptor P2Y12 apresentam uma curva de agregacdo com ADP muito similar
(CATTANEO, 2019b; DAWOOQOD et al., 2012) a obtida neste trabalho quando o PRP
foi incubado com SEM 39 em elevada concentracdo. No entanto, na deficiéncia de
P2Y12, ndo ¢ esperado que a agregacdo induzida por epinefrina apresente inibicao da
primeira onda de agregacdo uma vez que a ligagdo da epinefrina ao seu receptor
promoveria a ativagdo da via da proteina Gi no lugar do P2Y12 (CATTANEO, 2019b;
DAWOOD et al., 2012). Dessa forma, ¢ pouco provavel que o mecanismo de a¢do do
SEM 39 seja pela inibi¢do do P2Y 12, tendo em vista que a primeira onda de agregacdo
foi quase que totalmente inibida pelo SEM 39 na estimula¢do com epinefrina.

Um padrao de inibigdo semelhante ao expresso pelo SEM 39 ¢ encontrado em
pessoas com deficiéncia congénita da proteina Gi. Esses individuos além de
apresentarem agregacoes reversiveis com ADP e auséncia de agregacdo com epinefrina,

tém resposta heterogénea ao colageno (DAWOOD et al., 2012). Nesse contexto, ¢
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possivel que o SEM 39 esteja agindo por um mecanismo distinto do SEM 40 e 42, ou
seja, ele pode estar inibindo a via da Gi e ndo a secrecao de granulos ou de TxA?2.

Para investigar a hipdtese de que os trés cromenos estariam interferindo na
ativacdo plaquetaria e, consequentemente, na ativagdo da Gpllb/Illa, realizou-se a
avaliagdo da expressdao de P-selectina e PAC-1 por citometria de fluxo. Como pode ser
observado na Tabela 7 e na Figura 22, os trés compostos diminuiram expressivamente a
expressao da Gpllb/Illa ativada, demonstrando que os compostos inibem a agregagao
plaquetaria ao diminuir a ativa¢do do principal receptor envolvido na liga¢ao plaqueta-
plaqueta (AUSTIN, 2017).

Os compostos SEM 40 e 42 diminuiram fracamente a expressao de P-selectina,
sugerindo que o seu mecanismo de agdo ndo esteja fortemente relacionado com a
inibi¢do da secrecdo de granulos a. Ressalta-se que este ensaio ndo permite determinar
se os compostos interferem na secre¢do de granulos densos, por isso, ndo ¢ possivel
inferir que os compostos ndo interferem de forma significativa na secrecao de todos os
granulos plaquetarios. Diferentemente dos outros compostos, o SEM 39 reduziu em
quase 50% a expressdo de P-selectina. Essa diferenga mais uma vez reforca a hipotese
de que ele possa estar agindo por outro mecanismo, no caso, pela inibi¢cdo da via da Gi.
Nos ensaios de citometria de fluxo, foi utilizada a epinefrina como agonista. A
epinefrina ndo ¢é capaz de por si sO levar a secrecdo de granulos, uma vez que esse
evento ¢ desencadeado pela proteina Gq. Dessa forma, ela depende da ativacao de Gi
para que o TxA2 seja produzido e se ligue aos seus receptores acoplados a Gq e, assim,
ocorrer a secre¢dao dos granulos (BROOS et al., 2012). Portanto, essa elevada inibigdo
da expressdo de P-selectina estd em consonancia com a hipotese de inibigdo da via da
Gi.

Para auxiliar a elucidar os mecanismos de acdo do SEM 39, 40 e 42, realizou-se
um ensaio de agregacdo com AA. O AA ¢ um 4cido graxo insaturado precursor do
TxA2 que ¢ incapaz de ativar as plaquetas. Para que o AA ative e gere agregagao
plaquetaria, a COX1 plaquetaria necessita incorporar duas moléculas de oxigénio a sua
estrutura, formando prostaglandinas que, ao sofrerem a a¢do da tromboxano sintetase,
originardo TxA2, um agonista de menor duracao que ¢ capaz de ativar e gerar agregagao
plaquetaria (GROSSER; FRIES; FITZGERALD, 2007; TROSTCHANSKY; MOORE-
CARRASCO; FUENTES, 2019). Ao ser secretado, o TxA2 aumenta a expressdo de

receptores de fibrinogénio (Gpllb/Illa) bem como interage com seus receptores
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especificos (TPa e TPP) de superficie plaquetaria. Como anteriormente mencionado, a
interacdo do TxA2 com seus receptores acoplados a proteina Gq ativa a PLCP2 e,
consequentemente, suas vias de sinalizagdo, culminando na secrecdo de granulos, na
mudanca conformacional da plaqueta e na ativacdo da Gpllb/Illa (BROOS et al., 2012;
TOMAIUOLO; BRASS; STALKER, 2017). Portanto, a agregacdo com AA auxilia a
compreender o mecanismo de acdo dos compostos, uma vez que a agregagao com AA
ndo ¢ afetada ou quase ndo ¢ afetada pela deficiéncia de secre¢do de granulos ou pela
deficiéncia de Gi, mas ¢ fortemente influenciada pela inibicdo do metabolismo do AA,
uma vez que ndo havera a formacdo do TxA2 (Figura 23), o verdadeiro ativador da

plaqueta nesse modelo (BROOS et al., 2012).

Figura 23 - Metabolismo do 4cido araquidonico

PLA2
Prostaglandinas
- Tromboxano
I sintetase

| T2 |
PLA2 - Fosfolipase A2; COX1 - Ciclooxigenase 1; AA - Acido araquidénico; TXA2 - tromboxano A2.
Fonte: A autora.



91

Como observado na Figura 22, o SEM 39, 40 e 42 inibiram completamente a
agregacao estimulada por AA, mesmo quando empregados em uma concentragao
inferior as Clso obtidas para os outros agonistas (31,2 uM) ¢ possivel sugerir o efeito
antiagregante do SEM 39, 40 e 42 esta intimamente relacionado a um bloqueio do
metabolismo do AA e, consequentemente, da producdo do TxA2. Mais estudos serdao
necessarios para uma confirma¢ao desse mecanismo e para estabelecer se 0s cromenos
sao inibidores da COX1 ou da tromboxano A2 sintetase. No entanto, ¢ importante
ressaltar que fairmacos com mecanismos de agdo semelhante (por exemplo o AAS) sao
amplamente utilizados na pratica clinica médica moderna (GRASSI; DO CARMO
ARAUJO, 2012), o que reforca que os cromenos SEM 39, 40 e 42 podem ser

considerados interessantes compostos-prototipos de farmacos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados demonstrados no presente estudo permitem concluir que:
- As duas séries de compostos sintéticos, piranocumarinas € cromenos ¢ a molécula
precursora SEM 19 inibem significativamente a agrega¢do plaquetaria induzida por
diferentes agonistas;
- Nenhuma piranocumarina testadas exerce efeito sobre a coagulagdo sanguinea;
- O cromeno SEM 37 e a substancia precursora SEM 19 prolongaram
significativamente o TP, porém, este prolongamento ndo tem relevancia clinica
aplicavel;
- Os cromenos SEM 40, 42 e a substancia precursora SEM 19 prolongaram o TTPa, mas
nao causaram alteragdo clinicamente significativa da relacdo do TTPa;
- Os estudos in silico demonstraram que os cromenos apresentam menor probabilidade
tedrica de desenvolver eventos de toxicidade quando comparados com as
piranocumarinas;
- Cromenos SEM 39, 40 ¢ 42 foram considerados os compostos mais promissores € 0s
mesmos ndo alteraram a viabilidade plaquetaria;
- As melhores Clso foram obtidas pelo estimulo com epinefrina;
- Os cromenos selecionados apresentaram efeito dependente da concentracdo, mas sua
atividade sofre interferéncias com maior tempo de incubagao;
- Os perfis das curvas de agregacdo sugerem que o provavel mecanismo de ac¢do dos trés
compostos ¢ pela inibi¢do da via do TxA2;
- Os trés compostos inibiram significativamente a expressao da GplIb/Illa ativada;
- SEM 39 inibiu de maneira mais acentuada a expressiao da P-selectina quando
comparado com SEM 40 ¢ 42;
- Os trés compostos selecionados reduziram de maneira efetiva a ativagdo das plaquetas

quando estimuladas por AA em uma concentragcdo menor que a Clso.

Diante dos dados apresentados no presente estudo, € possivel concluir que os
compostos SEM 39, 40 e¢ 42 podem ser utilizados como possiveis prototipos para novos
farmacos antiagregantes, uma vez que seu provavel mecanismo de acdo esta relacionado

a uma importante via de ativacao dos processos de agregacao plaquetaria.
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8 PERPECTIVAS

- Realizagao estudos de modelagem molecular para avaliar in silico as possibilidades de
o mecanismo de acdo do SEM 39, 40 ¢ 42 estar relacionado a inibi¢do da COX1 ou da
tromboxano sintetase;

- Avaliar se 0 SEM 39, 40 e 42 interferem na secrecao dos granulos densos;

- Avaliar o efeito dos trés cromenos em modelos de trombose in vivo.
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