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RESUMO

As doengas cardiovasculares sdo responsaveis por grande parte das mortes no mundo e os
medicamentos antitromboticos sdo os mais utilizados no seu tratamento e prevencdo. Apesar
de esses medicamentos terem comprovada efetividade, ainda apresentam limitagdes de uso, o
que torna necessaria a busca por novos agentes antitromboéticos. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de quinze dihidropiridinas (DHPs) sobre a agregagao plaquetaria e
a coagulacdo sanguinea. Os testes in silico de biodisponibilidade oral e toxicidade realizados
pelos programas SwissADME e Osiris® Property Explorer demonstraram que todas as DHPs
apresentam promissora biodisponibilidade oral e baixa toxicidade tedrica. O efeito
antiagregante foi avaliado por agregometria, utilizando como agonistas difosfato de adenosina
(ADP) e epinefrina, os compostos L-11, L-12, L-13, L-14, L-15, L-16, L-17, L-20, L-24, L-
26, L-27, L-28 e L-29 inibiram significativamente a agrega¢do induzida por pelo menos um
dos agonistas. As DHPs N-feniladas (L-18 até L-29) apresentaram atividade antiagregante
pouco promissora na triagem e, por isso, ndo foi dada continuidade nas investigacdes com
esses compostos. Nenhuma das DHPs ndo N-feniladas (L-11 até L-17) apresentou promissora
atividade anticoagulante segundo os testes de tempo de protrombina (TP) e de tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa). Segundo o teste de viabilidade plaquetaria, realizado
pelo método de exclusdo por azul de Trypan, trés compostos ndo diminuiram
significativamente a viabilidade das plaquetas, foram os composto L-11, L-14 e L-15 que
apresentaram viabilidade de 95,1 £ 0,6%, 94,4 £ 0,2% e 94,2 + 1,6%, respectivamente.
Considerando os resultados dos testes de agregacao e viabilidade plaquetaria, o composto L-
11 foi selecionado para dar continuidade aos estudos. As Clso do composto L-11 utilizando-se
acido araquiddnico, coldgeno e epinefrina como agonistas foram de 113,4 + 7,44 uM, 3994 +
16,41 uM e 334,1 £ 15,74 uM, respectivamente. O composto L-11 inibiu a primeira e a
segunda onda de agregacdo quando o 4cido araquidénico foi empregado como agonista, e
inibiu apenas parcialmente a segunda onda quando as plaquetas foram estimuladas com
colageno e epinefrina. Adicionalmente, L-11 diminuiu a expressao de P-selectina em 76,47%
quando as plaquetas foram estimuladas com acido araquidonico. A compilagao dos resultados
sugere que o possivel mecanismo de a¢do do composto L-11 se d4 pela inibicdo da via do
acido araquidonico.

Palavras-chave: Doencas cardiovasculares. Trombose. Plaquetas.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are responsible for most deaths in the world and antithrombotic drugs
are the most used in their treatment and prevention. Although these drugs have proven
effectiveness, they still have limitations in their use, which makes it necessary to search for
new antithrombotic agents. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of
fifteen dihydropyridines (DHPs) on platelet aggregation and blood clotting. /n silico tests of
oral bioavailability and toxicity performed by the SwissADME and Osiris® Property Explorer
programs demonstrated that all DHPs show promising oral bioavailability and low theoretical
toxicity. The antiplatelet effect was evaluated by aggregometry, using adenosine diphosphate
(ADP) and epinephrine as agonists, and the compounds L-11, L-12, L-13, L-14, L-15, L-16,
L-17, L-20, L-24, L-26, L-27, L-28 e L-29 significantly inhibited the aggregation induced by
at least one of the agonists. N-phenylated DHPs (L-18 to L-29) showed unpromising
antiplatelet activity in screening and, therefore, investigations with these compounds were not
continued. None of the non-N-phenylated DHPs (L-11 to L-17) showed promising
anticoagulant activity according to the prothrombin time (PT) and activated partial
thromboplastin time (APTT) tests. According to the platelet viability test, carried out by the
Trypan blue exclusion method, three compounds did not significantly decrease platelet
viability. 95,1 + 0,6%, 94.4 + 0.2% and 94.2 + 1.6%, respectively. Considering the results of
the platelet aggregation and viability tests, the compound L-11 was selected to continue the
studies. The IC50 of compound L-11 using arachidonic acid, collagen and epinephrine as
agonists were 113.4 + 7.44 uM, 399.4 £ 16.41 uM and 334.1 + 15.74 uM, respectively.
Compound L-11 inhibited the first and second waves of aggregation when arachidonic acid
was used as an agonist, and only partially inhibited the second wave when platelets were
stimulated with collagen and epinephrine. Additionally, L-11 decreased P-selectin expression
by 76.47% when platelets were stimulated with arachidonic acid. The compilation of the
results suggests that the possible mechanism of action of the compound L-11 is due to the
inhibition of the arachidonic acid pathway.

Keywords: Cardiovascular disease. Thrombosis. Platelets.
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1 INTRODUCAO

Hemostasia € o processo que garante a manuten¢ao do fluxo sanguineo em condig¢des
fisiologicas normais e impede a perda significativa de sangue ap6s a lesdo vascular (DAVILA
SINAI DEL CARMEN et al., 2019). Quando ocorre uma lesdo em vaso sanguineo, um
mecanismo hemostatico rapido e eficiente é essencial para retomar a integridade do vaso e o
fluxo sanguineo normal, por outro lado, esse mecanismo deve ser rigidamente controlado para
evitar uma trombose patologica. Portanto, a hemostasia normal depende de um equilibrio
entre a trombose ¢ a hemorragia, por meio de processos pro e antitromboéticos (ZAIDI;
GREEN, 2019).

Didaticamente, a hemostasia ¢ dividida em hemostasia primaria, hemostasia
secundaria e hemostasia terciaria ou fibrindlise (DAVILA SINAI DEL CARMEN et al.,
2019). Na hemostasia primaria, ocorrem os processos de vasoconstricio e formagdo do
tampao plaquetario (RAUCH; PARIS, 2018). A hemostasia secundaria, conhecida como
cascata de coagulacdo, ¢ a etapa em que acontecem interagdes com varias proteinas, com o
objetivo de formar o coagulo de fibrina para estabilizar o tampao plaquetario (AUSTIN,
2017). A fibrindlise € o processo de remogdo gradativa do coagulo de fibrina para restabelecer
o fluxo sanguineo (MUKHOPADHYAY et al., 2019).

Caso haja alguma desregulagdo nos processos da hemostasia, pode ocorrer a
formagao de um trombo indevido, fendmeno conhecido como trombose (MA et al., 2020). A
trombose consiste no aparecimento de um coagulo em algum vaso sanguineo devido a
formagdo excessiva de trombina e a sua manifestagdo mais frequente envolve as doengas
cardiovasculares (DCV) ou tromboembolicas como a embolia pulmonar e a trombose venosa
profunda (MOUMNEH; PENALOZA; ROY, 2018).

As DCV, como a trombose, e as doencas associadas a ela sdo as principais causas de
morbimortalidade no mundo, estima-se que, em 2019, essas doencas foram responsaveis por
17,9 milhdes de vitimas ao redor do mundo (WHO, 2021). No Brasil, em 2015, essas doengas
resultaram em um custo financeiro de R$ 56,2 bilhdes, 62,9% desse valor esteve relacionado a
custos do sistema de saide (STEVENS et al., 2017). As consequéncias das tromboses podem
ser o bloqueio do fluxo sanguineo, especialmente de vasos sanguineos estreitos do cérebro e
do coracao, podendo levar ao acidente vascular cerebral (AVC), ao infarto do miocardio (IM),

a doenca cardiaca corondria e a aterosclerose. Atualmente, alguns dos medicamentos
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utilizados para o tratamento e prevencdo de trombose sdo: acido acetilsalicilico (AAS),
clopidogrel, varfarina e heparinas (MA et al., 2020).

Os medicamentos antitromboéticos sao reconhecidos em duas classes principais, os
antiagregantes e os anticoagulantes. As heparinas, a varfarina e o AAS comegaram a ser
utilizados na pratica clinica antes mesmo de terem seus mecanismos de acdo elucidados ou
serem aprovados pelas agéncias reguladoras. Somente nas décadas de 1970 e 1980, 30 anos
depois do inicio de seu uso, comegaram os ensaios clinicos que demonstraram a efetividade
dos anticoagulantes na prevencdo e tratamento de tromboembolismo venoso (TEV) e outras
DCVs (HIRSH; EIKELBOOM; CHAN, 2019).

Apesar de serem utilizados ha décadas e de os estudos mostrarem eficacia clinica e
capacidade de reduzir a mortalidade de diversas DCVs, alguns medicamentos antitromboticos
podem apresentar efeitos adversos como sangramentos espontaneos, hepatotoxicidade,
neutropenia e, paradoxalmente, aumento da taxa de AVC (HIRSH; EIKELBOOM; CHAN,
2019).

Diante da importancia das DCVs no cendrio mundial e as limitagcdes existentes nos
medicamentos utilizados atualmente para o seu tratamento e prevencdo, se faz necessaria a
realizagdo de estudos que procurem descobrir compostos capazes de auxiliar na prevencao e
tratamento dessas doengas (HIRSH; EIKELBOOM; CHAN, 2019).

Dihidropiridinas (DHPs) fazem parte da classe dos bloqueadores de canal de calcio e
sdo comumente utilizadas no tratamento de hipertensdo, tendo como exemplos anlodipino e
nifedipino. Elas atuam nos canais de célcio dependentes de voltagem presentes em varias
células. Estudos demonstraram que, apesar de as plaquetas ndo possuirem canais de célcio
voltagem dependente, essa classe possui efeitos inibitorios na atividade plaquetéria, porém
seus mecanismos de acdo ainda ndo estdo elucidados. Os primeiros estudos com as DHPs
relacionados a atividade antiagregante demonstraram efeitos inibitdrios apenas em
concentragdes duas a trés vezes maiores que as terapéuticas, mostrando mais desvantagens do
que beneficios ao sistema cardiovascular. Uma estratégia para minimizar os possiveis efeitos
adversos e melhorar a eficicia foi modificar as estruturas das DHPs para aumentar sua
atividade antitrombotica e tornar o0s compostos praticamente livres de efeitos
cardiovasculares. Os estudos in vitro realizados ap6s as modificagdes estruturais foram
positivos (SUNKEL et al., 1988).

A exemplo das DHPs modificadas, a quimica sintética possibilitou a descoberta,

desenvolvimento e aprimoramento de moléculas e medicamentos. Técnicas como biocatalise,
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quimioinformatica e miniaturizagdo de reagdo ajudam a acelerar o ritmo de producdo e
modular muitos alvos biologicos, melhorando a qualidade dos produtos na industria
farmacéutica. Na area dos produtos sintéticos, € necessario focar em um alvo terapéutico para
obter um produto seguro e eficaz que seja capaz de modular adequadamente esse alvo. A
quimica sintética também facilita o acesso a moléculas complexas e bioativas de maneira
econdmica. A estrutura do composto pode ser explorada tornando possivel a identificacao de
um ligante adequado e talvez a descoberta de uma molécula de alto valor terapéutico. A
“triagem de alto rendimento”, uma técnica que pode ser realizada utilizando a quimica
sintética, possibilita avaliar diversos pardmetros de centenas de moléculas simultaneamente,
no mesmo periodo que aconteceria a avaliagdo de uma unica reacdo (CAMPOS et al., 2019).
Visto que as DHPs que tiveram suas estruturas modificadas se mostraram promissoras
na atividade antiagregante plaquetaria, o presente trabalho objetivou investigar DHPs com
diferentes estruturas e avaliar seu potencial antiagregante e anticoagulante, bem como avaliar

in silico sua biodisponibilidade oral e toxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar, in vitro, o efeito de uma série de dihidropiridinas (DHP) sobre a

hemostasia humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar, in silico, a biodisponibilidade oral, analisando a farmacocinética, semelhanca com
medicamento e compatibilidade quimica dos compostos;

- Verificar, in silico, a toxicidade das DHPs, avaliando mutagenicidade, tumorigenicidade,
efeitos negativos sobre a reproducao e irritabilidade;

- Avaliar a acdo das DHPs sobre a agregagdo plaquetaria induzida por ADP e epinefrina;

- Avaliar o efeito das DHPs sobre o tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa);

- Investigar o efeito das DHPs sobre a viabilidade de plaquetas humanas;

- Selecionar o composto com melhor potencial para se tornar um antiagregante e avaliar os
seus efeitos sobre a agregacdo plaquetdria induzida por colageno, epinefrina e &cido
araquidonico;

- Analisar se a atividade do composto selecionado ¢ dependente do tempo de incubagdo e da
concentracdo do composto, bem como determinar a concentragdo inibitoria de 50% (Clso) do
composto;

- Investigar o efeito do composto selecionado sobre a ativagdo e secre¢ao plaquetaria.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 HEMOSTASIA

Hemostasia € o processo que garante a manuten¢do do fluxo sanguineo em condigdes
fisiologicas normais e impede a perda significativa de sangue apos a lesdo vascular (DAVILA
SINAI DEL CARMEN et al., 2019). A hemostasia normal depende de um equilibrio entre a
trombose e a hemorragia, por meio de processos pro-tromboticos e antitromboéticos (ZAIDI;
GREEN, 2019).

Para manter a fluidez sanguinea, a hemostasia busca, através de regulagdo
bioquimica, o equilibrio entre a formacdo excessiva e a falha na formacdo de codgulos
(KLUFT; BURGGRAAF, 2011). Fisiologicamente, o sangue flui nos vasos sanguineos sem
interagdo com a parede vascular, uma vez que o endotélio atua como uma barreira, impedindo
a interagcdo das plaquetas com a camada subendotelial. Quando ocorre lesdo em um vaso
sanguineo, o subendotélio e seus constituintes pro-tromboticos sdo expostos € interagem com
as cé¢lulas sanguineas, possibilitando a formagdo do coagulo, que auxilia na prevencdo de
hemorragia e na regeneracao do vaso (AUSTIN, 2017).

Os processos hemostaticos acontecem simultaneamente, no entanto, didaticamente
podem ser divididos em hemostasia primaria, hemostasia secundaria e fibrinolise. Apos a
lesdo vascular, os atuantes da hemostasia primaria, com o objetivo de limitar o sangramento,
realizam a vasoconstri¢cdo e promovem a interagdo das plaquetas com o subendotélio. Durante
a hemostasia secundaria, conhecida como cascata da coagulacdo, acontece a formacao do
coagulo de fibrina a partir da ativagdo de proteinas. Apos a regeneragdo do vaso lesado, a
fibrindlise e os anticoagulantes naturais atuam para remodelar o trombo e reestabelecer o

equilibrio hemostatico (AUSTIN, 2017).

3.2 HEMOSTASIA PRIMARIA

3.2.1 Endotélio vascular

O endotélio forma o revestimento de vasos sanguineos e linfaticos e participa de

varias fungdes fisiologicas, como hemostasia, permeabilidade, recrutamento de leucoécitos,
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imunidade inata e adquirida e alteragdes no tonus vasomotor (AIRD, 2015). Na hemostasia, o
endotélio atua como pro-trombotico, antitrombotico e trombolitico, pois tem capacidade de
sintetizar, armazenar ¢ liberar proteinas vasoconstritoras, vasodilatadoras, anticoagulantes,
pro-coagulantes e fibrinoliticas (KAZMI; BOYCE; L WALEED, 2015).

Em condigdes fisioldgicas, sem lesdo vascular, o endotélio ndo interage com os
atuantes da hemostasia, visto que a camada luminal, que estd em contato com o sangue, €
repleta de substancias trombo-resistentes, como a trombomodulina (um inibidor da via do
fator tecidual - TFPI), o heparan e o 6xido nitrico. A formacao do codgulo pode se iniciar por
lesdo wvascular, com consequente exposicdo do tecido subendotelial, que ¢é altamente
trombogénico por conter fator de von Willebrand (FvW) e colageno (AIRD, 2015; KAZMI;
BOYCE; L WALEED, 2015).

O FvW ¢ uma glicoproteina presente na forma multimérica no plasma sanguineo, nos
granulos alfa das plaquetas, no endotélio e no subendotélio. Ele ¢ sintetizado e armazenado,
principalmente, em células endoteliais e megacariocitos. Quando o subendotélio ¢ exposto,
essa glicoproteina se torna responsavel pelo recrutamento das plaquetas ao local da lesdao
vascular, tal interacdo promove a ligacdo da GPlba das plaquetas aos multimeros de FvW.
Uma grande quantidade de FvW no sangue pode levar a eventos tromboticos, do mesmo

modo que uma pequena quantidade pode gerar eventos hemorragicos (SHAHIDI, 2016).

3.2.2 Plaquetas

Plaquetas sdo células pequenas e anucleadas, formadas principalmente na medula
Ossea através da via hematopoiética dos megacariocitos (HOLINSTAT, 2017). O processo de
formacao das plaquetas ¢ denominado trombopoiese e ocorre apds a diferenciacdo das
células-tronco em megacaridcitos poliploides, estes, capazes de liberar protrusdes
citoplasmaticas chamadas de pro-plaquetas. A trombopoiese acontece quando existe uma
contagem baixa de plaquetas na corrente sanguinea, dessa forma, a trombopoietina estimula
os receptores de trombopoietina presentes nos megacariocitos e induz a formacdo das pro-
plaquetas. Esse processo depende de rearranjos do citoesqueleto e garante uma distribuicao de
organelas, estruturas vesiculares e granulos dos megacaridcitos para as pro-plaquetas. Estudos
ex vivo mostraram que as pro-plaquetas se desenvolvem e se dividem em plaquetas

(MEIJDEN; HEEMSKERK, 2019).
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Sendo as menores células sanguineas, as plaquetas possuem um tamanho médio de 2
a 5 um, diminuindo de tamanho quando mais velhas. Estdo presentes na corrente sanguinea
em quantidades que variam de 150 a 350 x 10° plaquetas/L, se tratando de individuos
saudaveis (GREMMEL; FRELINGER; MICHELSON, 2016). Sua vida util ¢ limitada a
aproximadamente 10 dias depois de sua formagdo e separacdo do megacariocito. No final da
sua vida ou ap0s ativagdo completa e participagdo no coagulo, as plaquetas sdo levadas até o
baco por neutréfilos ou macréfagos e seguidamente removidas do organismo (HOLINSTAT,
2017).

As plaquetas sdo produzidas em grande quantidade, portanto, sua estrutura pode
variar entre os individuos, bem como ter relagdo com processos patologicos. Devido a sua
importancia na hemostasia, um bom entendimento sobre a biologia das plaquetas ¢ essencial
para compreender tanto a saude quanto a doenca. (THOMAS, 2019). A estrutura das
plaquetas em repouso pode ser dividida em zona periférica, zona sol-gel e zona de organelas

(Figura 1) (GREMMEL; FRELINGER; MICHELSON, 2016).

Figura 1 - Estrutura das plaquetas.
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A zona periférica € constituida por uma camada de glicoproteinas e glicolipidios
chamada de glicocalice. O glicocdlice possui carga negativa, que evita a agregacao

espontanea das plaquetas e sua interagdo com outras células no fluxo sanguineo normal. Em
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relacdo a outras células sanguineas, o glicocalice das plaquetas ¢ mais espesso, sendo
necessario devido ao grande numero de receptores em sua superficie, que permitem perceber
de imediato o dano vascular, também facilitam a adesdo ao vaso sanguineo, desencadeiam a
ativacdo plaquetaria e medeiam os processos de agregacdo e formacao do trombo (THOMAS,
2019).

A matriz interna das plaquetas ¢ chamada de zona sol-gel, tem semelhanca com gel e
¢ constituida por microtubulos, microfilamentos, glicogénio, vesiculas e organelas secretoras.
Os microtiibulos formam o sistema que suporta o citoesqueleto contratil da membrana e sdo
necessarios para manter a forma discoide das plaquetas em repouso. Os microfilamentos de
actina formam o citoesqueleto citoplasmatico, onde todas as organelas ficam suspensas e
separadas. Apos a ativagdo plaquetaria, o sistema do citoesqueleto citoplasmatico move as
organelas para o centro das plaquetas, podendo resultar na secre¢cdo do contetido granular
através do sistema canicular aberto (GREMMEL; FRELINGER; MICHELSON, 2016).

Trés principais organelas secretoras fazem parte da zona das organelas, os granulos
alfa, os granulos densos e os lisossomas, responsaveis pelo armazenamento de substancias
importantes para a fung¢do plaquetaria. Além destes, as mitocondrias, importantes para o
metabolismo energético das plaquetas, também estdo incluidas na zona das organelas
(GREMMEL; FRELINGER; MICHELSON, 2016).

Além da importante participagdo na hemostasia, as plaquetas estdo sendo
reconhecidas como essenciais em outros processos fisiopatologicos como inflamacao,
aterogénese, defesa antimicrobiana, crescimento tumoral e metastase (GREMMEL;
FRELINGER; MICHELSON, 2016). O papel principal das plaquetas estda em auxiliar na
manuten¢do da hemostasia primaria e do fluxo sanguineo nos vasos, para chegar a esse
objetivo, as plaquetas atuam respondendo em varios estagios, sendo eles: adesdo ao vaso

lesado, ativagdo, secrecdo de granulos e agregacdo (HOLINSTAT, 2017).

3.2.3 Adesao plaquetaria

Apo6s danos a parede vascular, as proteinas da matriz subendotelial (FvW e colageno)
ficam expostas e acoplam receptores especificos a superficie das plaquetas. O FvW
desempenha o papel de recrutamento das plaquetas ao local lesado do vaso, que ocorre através
de ancoragem, neste processo € necessaria a interacdo do dominio A1 do FvW com a porg¢ao

Ib do complexo GPIb/V/IX das plaquetas. Para facilitar essa interagao, o colageno imobiliza a
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macromolécula de FvW, possibilitando sua ligagdo a véarios receptores de GPIb (KAPLAN;
JACKSON, 2011). Além da GPIb, a GPVI também desempenha um importante papel na
adesdo, pois possibilita a interacdo direta do colageno com as plaquetas (Figura 2)

(CIMINNO; GOLINO, 2013).

Figura 2 — Interagdes receptor-ligante na adesdo plaquetaria.
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Fonte: A autora.

3.2.4 Ativacao plaquetaria

O processo de adesdo plaquetaria ¢ capaz de desencadear sua ativagdo. Além da
adesdo, outros estimulos mecanicos e quimicos, como a ligagdo de agonistas plaquetarios a
seus receptores especificos, podem desencadear a ativacdo plaquetaria (Figura 3) (CIMMINO;
GOLINO, 2013). Os principais agonistas plaquetarios sao ADP, trombina, tromboxano A>
(TxA2), colageno e epinefrina (JURK; KEHREL, 2005).



24

Figura 3 — Interacdes receptor-ligante na ativacao plaquetaria.
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O ADP se liga aos receptores P2Y1 e P2Y12 e ativa as plaquetas, quando utilizado
s0, ¢ considerado um agonista fraco e sua resposta na ativacdo plaquetaria ¢ reversivel. Ele
fica concentrado nos granulos densos das plaquetas, quando liberado, atua como agonista
secundario, amplificando a agregacdo das plaquetas no local da lesdo vascular. O receptor
P2Y1 inicia os processos de ativacdo e agregagdo plaquetdria através da mobilizagdo dos
estoques de célcio, enquanto o receptor P2Y12 inibe a adenil ciclase. Apesar de o P2Y1
iniciar a agrega¢do plaquetdria, esta sO ¢ finalizada quando o ADP se liga nos receptores
P2Y12. A estimulagdo do P2Y12 potencializa a secrecdo plaquetdria e pode ajudar a
estabilizar a agregacdo plaquetaria induzida por TxA: ou trombina (FRYDMAN; PATE;
VITSKY, 2018).

Por conta do aumento de influxo de calcio e consequente reorganizacao dos
filamentos de actina, a ativacdo das plaquetas gera mudangas na sua conformagao, alterando-
se de discoide (repouso) para esférica (ativada), e posterior extensdo de pseudopodes. Além
disso, durante a ativacdo plaquetdria, a concentracdo de fibrinogénio e FvW no local do
trombo aumenta e os granulos plaquetarios, que contém ADP e TxA», sdo liberados. Esses
eventos acontecem para amplificar e sustentar a ativacdo plaquetdria para que o trombo

consiga se manter estavel no local lesado do vaso (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2018).
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Além dos receptores P2Y1 e P2Y 12, as plaquetas expressam em suas membranas os
receptores ativados por protease (PAR1 e PAR4). Apods a ligacdo da trombina nestes
receptores, ambos os PARs podem desencadear secrecdo e agregacao plaquetaria, embora
acredite-se que o PARI seja o mais importante. A trombina também se liga a GPIb, uma
glicoproteina que faz parte do complexo GP Ib/V/IX e faz interacdes com o FwV e a P-
selectina, ambos relacionados a adesdo e ativacao plaquetaria (COUGHLIN, 2005).

O TxA; ¢ um metabolito do acido araquiddonico, seu nome faz referéncia a seu papel
na trombose pois estimula a ativagdo e a agregacao plaquetaria, incluindo secrecao e mudanga
de forma das plaquetas. Por conta da sua meia-vida curta, o TxA» ativa plaquetas adjacentes e,
por meio de feedback positivo, gera mais TxA>, amplificando a acdo de outros agonistas
plaquetarios mais potentes (NAKAHATA, 2008).

Assim como ADP, a epinefrina ¢ liberada nos granulos densos durante a ativagdo
plaquetaria e é capaz de se ligar aos receptores adrenérgicos do tipo a2 presentes nas
plaquetas. Seu efeito na ativacdo plaquetaria é semelhante ao do ADP, pois inibe a adenil
ciclase e gera mobilizag¢ao dos estoques de calcio (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2018).

O colageno, ao contrario dos agonistas citados acima, ndo se liga em nenhum
receptor acoplado a proteina G, seu receptor ¢ conhecido como GpVI. Quando ocorre a
ligacdo do colageno a seu receptor, a concentragdo de céalcio no interior da plaqueta aumenta
e, subsequentemente, os eventos da ativacao plaquetaria ocorrem. Como o colageno faz parte
da matriz subendotelial, a ativagdo das plaquetas por meio da GpVI s6 ird ocorrer quando
houver contato de plaquetas com o local lesado do vaso (TOMAIUOLO; BRASS;
STALKER, 2017).

3.2.5 Secrec¢io plaquetaria

Como mencionado, a ativagao plaquetaria resulta no aumento do calcio intravascular,
mudanga da forma das plaquetas por conta da reorganizagdao dos filamentos de actina e na
secrecdo de granulos. A liberacdo do contetido dos granulos vai resultar em amplificacdo da
ativacdo das plaquetas (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2018).

Para auxiliar em suas fung¢des, as plaquetas possuem trés tipos de granulos: granulos
a, granulos densos e lisossomos (JENNE; URRUTIA; KUBES, 2013). A maior populagao de
granulos ¢ representada pelos granulos a, superam os outros dois tipos tanto em tamanho

quanto em quantidade. Estdo presentes nos granulos o alguns fatores de coagulagdo,
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glicoproteinas como GpVI e Gpllb/Illa, proteinas adesivas como FvW e a P-selectina
(RENDU; BROHARD-BORN, 2001).

Os granulos densos sdao os menores granulos das plaquetas, constituidos por
moléculas ndo proteicas. Neles ficam armazenados moléculas como serotonina, ADP,
epinefrina e ions calcio (RENDU; BROHARD-BORN, 2001). O terceiro tipo de granulos,
lisossomos, contém proteases € enzimas que podem auxiliar na remodelagdo do trombo e

depuracao de plaquetas (JENNE; URRUTIA; KUBES, 2013).

3.2.6 Agregacio plaquetaria

A agregagdo plaquetdria acontece apds sua ativagdo e se caracteriza pelas conexdes
entre plaquetas. Durante a ativagdo plaquetaria, a GPIIb/Illa muda sua conformagdo e
possibilita a ligagdo de fibrinogénio, o fibrinogénio atua como uma espécie de ponte, ligando
uma plaqueta em outra, como mostra a Figura 4 (ZAIDI; GREEN, 2019). Algumas outras
glicoproteinas como fibronectina e FvW também se ligam a estes receptores e o resultado
dessas multiplas ligagcdes ¢ a formagdo de um tampao hemostatico (CIMMINO; GOLINO,
2013).

Figura 4 — Interacdes entre plaquetas durante a agregacao.
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3.3 HEMOSTASIA SECUNDARIA
3.3.1 CASCATA DA COAGULACAO

O processo de coagulacdo é composto pela interagdo de enzimas e seus cofatores,
que tem por objetivo formar um coagulo de fibrina estdvel. O conceito classico de cascata de
coagulagdo considera as vias extrinseca e intrinseca independentes (Figura 5). Este modelo
permanece util in vitro, visto que os ensaios de tempo de protrombina (TP), que avalia a via
extrinseca, tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), utilizado para investigar a via
intrinseca e tempo de tromboplastina (TT) que avalia a conversao de fibrinogénio em fibrina,

foram desenvolvidos a partir do conceito classico (AUSTIN, 2017).

Figura 5 — Representacdo esquematica da cascata de coagulacao.
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In vivo, as vias de coagulagdo sdo integradas, portanto, o novo modelo proposto para

o processo de coagulacao inclui trés fases, sendo: iniciacdo da coagulagdo, amplificagdo e
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propagacdo. A fase de iniciagdo ocorre logo ap6s o dano ao vaso, no momento em que o fator
VII (FVII) ou fator VII ativado (VIla) se liga ao fator tecidual (FT) presente no subendotélio.
O complexo FT-VIIa ativa uma pequena parcela dos fatores IX (FIXa) e X (FXa) (GREEN,
2006; AUSTIN, 2017). Durante a fase de propagacdo, o FXa liga-se ao fator V ativado (FVa)
e gera trombina, que possibilita a indug¢do da agregacdo plaquetaria e a ativagdo dos fatores V
e VIII (FVIIIa). A fase de amplificacao ¢ necessaria para manter a hemostasia, nessa fase, os

fatores IXa e VIIla formam o complexo tenase e ativam o fator X (AUSTIN, 2017).

3.4 FIBRINOLISE

Assim como a cascata de coagulagdo, a fibrindlise, também conhecida como
hemostasia terciaria, ¢ controlada por cofatores, inibidores e receptores. Este processo tem
como objetivo remover o coagulo de fibrina apds a regeneracdo do vaso lesado (CHAPIN;
HAIJJAR, 2015).

O plasminogénio ¢ um dos principais participantes do processo de fibrindlise, o
ativador de plasminogénio tecidual (tPA), cliva o plasminogénio em plasmina e sua atividade
¢ aumentada quando ligado a superficie da fibrina. A plasmina, por sua vez, € responsavel por
hidrolisar as ligacdes da arginina-lisina presentes na estrutura do fibrinogénio, da fibrina e dos
fatores V, VIII e XIII. A degradagdo de fibrinogénio e fibrina inibem a polimerizagdo de
trombina e fibrina. A fibrindlise excessiva, que pode gerar uma hemorragia, ¢ evitada pela

inibicao de tPA e plasmina (AUSTIN, 2017).

3.5 DOENCAS CARDIOVASCULARES E TRATAMENTO

As DCVs tém sido relacionadas a desequilibrios no sistema nervoso. O sistema
nervoso simpatico € ativado nos momentos de estresse, consequentemente se elevam as
concentragdes sanguineas de cortisol e epinefrina. Concentragdes elevadas destes hormdnios
elevam a pressdo arterial e a frequéncia cardiaca, além disso, o sistema imunolédgico libera
diversas citocinas inflamatérias. Por outro lado, o sistema nervoso parassimpatico reduz os
niveis de cortisol e epinefrina, com o intuito de compensar os efeitos do simpatico. Com o
frequente desequilibrio do sistema nervoso, o organismo tende a ficar “deslocado” por conta
da super-reagdo do sistema simpatico, elevando as concentragdes dos hormdnios

cronicamente, bem como pressao arterial e frequéncia cardiaca em longo prazo. A inflamagao
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e o estresse oxidativo causados pela superativacao do sistema simpatico sdo responsaveis pelo
surgimento ou agravamento de varias doengas, entre elas, as DCV (AGGARWAL;
AGGARWAL; RAO, 2017).

As DCVs fazem parte do grupo das doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT),
responsaveis por aproximadamente 38 milhdes (70%) de mortes por ano ao redor do mundo.
Cerca de 45% (17 milhdes) das mortes por DCNT sdo causadas por DCV. No Brasil, as
DCVs sdo a principal causa. de morte, configurando 30% das mortes por DCNT. Entre 0s
anos 2008 e 2019, os gastos publicos com DVCs no Brasil, incluindo hospitalizagdes e
procedimentos cirurgicos, ultrapassaram 19,9 milhdes de reais (OLIVEIRA et al., 2021).

O tratamento das DCVs ¢ realizado com medicamentos antitromboticos, tendo estes,
duas principais classes, os antiagregantes plaquetarios (por exemplo, clopidogrel e acido
acetilsalicilico) e os anticoagulantes (por exemplo, rivaroxabana e varfarina). Os
antiagregantes plaquetarios tém como alvo principal as plaquetas, portanto, seu
direcionamento farmacoldgico utiliza como estratégia inibir os fatores de ativagdo plaquetaria
ou seus receptores. Os farmacos anticoagulantes agem na cascata de coagulagao, tendo como
principais mecanismos de acdo o antagonismo aos fatores de coagulagdo ou a vitamina K
(MEGA; SIMON, 2015).

Na escolha do tratamento com farmacos antitromboticos, deve-se considerar
cuidadosamente a relacao eficacia/seguranca. Ainda existem muitas limitagdes em relagdo aos
medicamentos disponiveis hoje, como baixas taxas de absorc¢ao, interagdes medicamentosas e

alvos inespecificos, que podem levar a episddios de sangramento (MEGA; SIMON, 2015).

3.6 COMPOSTOS SINTETICOS

Conforme citado acima, os medicamentos antitrombdticos apresentam muitas
limitagdes, sendo necessaria a busca por novos agentes antiagregantes ou anticoagulantes que
apresentem melhores propriedades farmacocinéticas. As inovagdes da quimica sintética
possibilitam a descoberta e o desenvolvimento de medicamentos importantes para a saide dos
pacientes ao redor do mundo. A utilizacdo de novos métodos sintéticos como miniaturizacao
de reagdes, biocatalise e quimioinformatica conseguem, com exceléncia, melhorar a qualidade
e acelerar o ritmo de produ¢do de produtos farmacéuticos. Expandir o dominio da matéria

quimica e torna-la acessivel possibilita reconhecer ¢ modular uma nova gama de alvos
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bioldgicos e, consequentemente, mudar a pratica de descoberta de novos medicamentos
(CAMPOS et al., 2019).

Considerando o ambiente desafiador das doencas humanas, ¢ essencial que os
pesquisadores consigam selecionar alvos bioldgicos relevantes e encontrar entidades quimicas
seguras ¢ eficazes para a terapéutica. Os métodos quimicos e sintéticos fornecem um bom
ponto de partida para o desenvolvimento de um medicamento de sucesso, pois 0 espago
quimico possui ferramentas que possibilitam explorar e extrair um ligante adequado e buscar

estudos preliminares relacionados ao composto de interesse (CAMPOS et al., 2019).

3.6.1 Dihidropiridinas

As dihidropiridinas (DHP) fazem parte da classe dos bloqueadores de canais de
calcio, utilizados para tratamento de doengas cardiovasculares, incluindo a hipertensao
arterial. O exemplo mais comum de uma DHP utilizada como medicamento anti-hipertensivo
¢ o nifedipino (MEREDITH; ELLIOT, 2004).

Como anti-hipertensivos, as DHP sdo efetivas e apresentam poucos efeitos colaterais.
Além da reducdo da pressdo arterial, outros efeitos benéficos foram observados nas DHP,
como propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e imunomoduladoras. Varios estudos
relatam que sua propriedade anti-inflamatdria ocorre pela supressio do fator de necrose
tumoral (TNF) e da proteina quimioatrativa de monoticos-1 (MCP1), além de redugdo da
ativacdo de NF-kB em c¢lulas vasculares. Tais propriedades podem contribuir para evitar
aterosclerose (CHOU, 2014).

Em pacientes tratados com nifedipino, observou-se, além da redugdo de pressdo
arterial, a redug@o de novas lesdes corondrias, demonstrando que o nifedipino possui efeitos
anti-aterosclerdticos além do efeito anti-hipertensivo. A protecdo em relacdo as lesdes
coronarias pode ser devido a diminui¢ao da formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
responsaveis por respostas inflamatorias subsequentes. O nifedipino ¢ capaz de inibir a
agregacao plaquetario, embora as plaquetas ndo possuam canais de calcio do tipo L. Até o
momento, o mecanismo de agdo proposto para a inibicdo plaquetaria tem relagdo com a via
dependente de 6xido nitrico e GMP ciclico (NO/cGMP) (CHOU, 2014).

Embora o mecanismo antiagregante plaquetario do nifedipino ainda permanega ndo
totalmente esclarecido, a classe das dihidropiridinas parece promissora para novos agentes

antitromboticos.
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4 METODOLOGIA E ASPECTOS ETICOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH) vinculado a Universidade Federal de Santa Catarina (CAAE
12353019.0.0000.0121 — Anexo A).

4.2  SELECAO DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

Para a realizagdo do estudo, foram coletadas amostras de sangue periférico de
voluntarios que foram ao Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago —
HU/UFSC/EBSERH para realizar exames. Os voluntarios que estavam aptos para participar
do estudo foram informados sobre os procedimentos da pesquisa e ficaram cientes sobre os
riscos e beneficios do estudo, sendo posteriormente questionados sobre aceitagdo para a
participacdo. Apo0s a assinatura do Termo de Comprometimento Livre e Esclarecido (TCLE),
foi coletado dois tubos de sangue contendo citrato de sodio a 3,2% (9:1 v/v) como
anticoagulante. Logo apo6s a coleta, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Oncologia Experimental e Hemopatias (LOEH) e processadas de acordo com cada
experimento a ser realizado no dia. Foram incluidos no estudo apenas voluntarios que nao
fizeram uso de antiagragantes, anticoagulantes ou anti-inflamatorios ndo esteroides nos

ultimos 10 dias e que ndo tinham historico de doenga hepatica.

43 OBTENCAO DOS COMPOSTOS

Os compostos (Figuras 6 e 7) foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo
doutorando Luiz Anténio Escorteganha Pollo, discente do Programa de Pos-Graduagdo em
Farmacia da UFSC, orientado pela Professora Dra. Maique Weber Biavatti do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas da UFSC e coorientado pelo Professor Dr. Louis P. Sandjo do

Departamento de Quimica da UFSC.
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4.3.1 Sintese dos compostos

Para as DHPs, aldeido foi dissolvido em etanol, entdo acetoacetato de etila foi
adicionado a NH4OAc no baldo de reagdo, a mistura de reagdo foi agitada sob temperatura de
refluxo entre 16 e 68 h. A reagdo foi interrompida e o solvente foi removido sob pressiao
reduzida, a mistura de reagdo bruta foi submetida a um sistema de extracao liquido/liquido
com salmoura/acetato de etila, os organicos combinados foram secos com Na2SO4,
concentrados sob pressdo reduzida e submetidos a uma purificacdo cromatografica (POLLO
etal.,2017).

Para as DHP N-feniladas, aldeido foi dissolvido em, entdo acetoacetato foram
adicionados a anilina no baldo de reagdo, a mistura foi agitada sob temperatura de refluxo
entre 16 ¢ 30 h. A reacdo foi interrompida e o solvente foi seco sob pressdo reduzida, a
mistura de reagdo bruta foi entdo submetida a um sistema de extracdo liquido/liquido com
salmoura/acetato de etila, os organicos combinados foram secos com Na2SO4 anidro,
concentrados sob pressdo reduzida e purificados por uma coluna cromatografica (POLLO ef

al., 2017).

Figura 6 — Estrutura quimica basica e substituintes das dihidropirinas.

A B

Compostos R! R? R?
L-11 OMe OMe H
L-12 H NO: H
L-13 H OH H
L-14 OMe OH H
L-16 OMe OMe OMe
L-17 OMe OH OMe

Painel A: Estrutura quimica bésica das dihidropiridinas. Painel B: Substituintes das dihidropiridinas. R' — radical
1; R? — radical 2; R3 — radical 3. O composto L-15 nfo possui radical nas posi¢des indicadas na Figura 6. Fonte:

POLLO et al. 2017.
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Figura 7 — Estrutura basica e substituintes das dihidropirinas N-felinaladas.

A B

R2 Compostos R! R? R?
L-19 H Cl H
1L.-20 H NO: H
L-23 H Br H
L-24 H OH H
1.-26 OMe OMe OMe
L-27 OMe OMe H
1.-28 OMe OH H
1.-29 OMe OH OMe

Painel A: Estrutura quimica basica das dihidropiridinas N-feniladas. Painel B: Substituintes das dihidropiridinas

N-feniladas. R! — radical 1; R? — radical 2; R? —radical 3. Fonte: POLLO et al. 2017

4.3.2 Solubilizacdo dos compostos

Os compostos foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich®, St.
Louis, EUA) puro de forma a ficarem em uma concentracdo de uso de 100 mM. Apds a
solubilizagdo, os compostos foram armazenados a temperatura ambiente, em local seco e
protegido da luz. Para a realizacdo dos experimentos, um volume da solu¢do de uso foi
diretamente adicionado a amostra (plasma) de modo a obter concentragdes finais de 62,5 a
500 uM e uma concentracdo de DMSO nao superior a 0,5% v/v. O DMSO 0,5% (v/v) foi

utilizado como controle negativo em todos os experimentos realizados.

44 PREDICAO IN SILICO DE BIODISPONILIDADE ORAL

A biodisponibilidade oral das DHPs foi avaliada utilizando-se o SwissADME, uma
ferramenta online desenvolvida pelo Instituto Suico de Bioinformética (SIB) que esta
disponivel em http://www.swissadme.ch/ e avalia de forma tedrica a farmacocinética,
semelhanga com medicamentos e a compatibilidade quimica medicinal de compostos. Os
compostos foram avaliados segundo critérios estabelecidos por Lipinski et al. (1997) e Veber

et al. (2002), sendo eles: mLogP, peso molecular (PM), nimero de aceptores de ligacdo de


http://www.swissadme.ch/
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hidrogénio (atomos de N e O), nimero de doadores de ligagcdo de hidrogénio (radicais NH e

OH), niamero de ligacdes rotacionaveis e area de superficie polar (TPSA).

4.5 PREDICAO IN SILICO DE TOXICIDADE

Os ensaios de toxicidade foram realizados por meio do Osiris® Property Explorer,
um programa gratuito que, ao analisar a estrutura quimica dos compostos, mostra
propriedades relevantes de medicamentos e possiveis medicamentos. As propriedades
avaliadas foram: mutagenicidade, tumorigenicidade, irritabilidade (pele e olhos) e efeitos

negativos sobre a reproducao.

4.6 ENSAIOS DE AGREGACAO PLAQUETARIA

Os ensaios de agregacdo plaquetaria foram descritos pela primeira vez por Born e
Cross (1963), neste trabalho, eles foram realizados utilizando um agregdometro
semiautomatizado (AgreGO, Qualiterm). A agregagdo por transmitancia de luz registra a
mudanga de absorbancia quando um plasma rico em plaquetas (PRP) ¢ estimulado com
agonistas e agitado. O PRP ¢ a amostra a ser analisada, portanto, sua agregagdo ou
transmissdo de luz comeca em zero e pode ir até 100%. O plasma pobre em plaquetas (PPP) ¢
utilizado como referéncia, ou seja, 100% de transmissdo de luz ou menos de 10.000
plaquetas/mm?>. A formacdo das curvas de agregacio se d4 pela diferenca da transmissio de
luz entre o PRP ¢ o PPP. Em uma resposta normal de agregacdo plaquetaria, existe a
formac¢ao de duas ondas. Como mostra a Figura 8, com a adi¢do de um agonista, as plaquetas
mudam sua forma, de discoide para esférica e iniciam a formacdo de agregados plaquetarios,
registrando um aumento na transmissdo de luz e formando a primeira onda. Se o estimulo
para as plaquetas for forte o bastante, os processos de aumento de sinal e liberacdo de
granulos vao acontecer, formando a segunda onda de agregacdo. A porcentagem de agregacao
e a formagdo final do agregado plaquetario ¢ medida em tempo, neste caso 5 minutos, ou

quando a curva atinge um platé (FRONTROTH, 2013).
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Figura 8 — Representacao da curva de agregacao plaquetaria.
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7 Adigdo do agonista

Tempo (minutos)

Fonte: A autora.

Para a realizagdo dos ensaios de agregacao plaquetaria, as amostras citratadas foram
centrifugadas a 123 g por 10 minutos a temperatura ambiente, obtendo-se, assim, o PRP. Em
seguida, os plasmas foram transferidos a um tubo de fundo conico de 15 mL para a obtencao
de um pool de PRP. As plaquetas do poo/ de PRP foram enumeradas utilizando-se cdmara de
Neubauer e, posteriormente, o volume de pool de PRP foi ajustado com PBS para obter uma
concentragio de aproximadamente 250.000 plaquetas/mm?>. Para a avaliacdo do efeito dos
compostos sobre a agregacao plaquetaria, 400 uL de PRP foram incubados com os compostos
(500 uM) ou DMSO por 5 minutos a 37 °C. Como controle positivo, utilizou-se ticlopidina
(10 mM). Apos a incubacdo, as plaquetas foram estimuladas com a adicdo de 10 pL
adenosina difosfato (ADP; 0,4uM; Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) ou 10 uL epinefrina
(Img/mL, Hipolabor) e a agregacdo foi acompanhada continuamente durante 5 minutos
utilizando-se o software do AgreGO. Para acertar a linha de base de turbidez da amostra,
utilizou se PPP, obtido por meio da centrifugacdo das amostras de sangue citratado a 1.107 g
por 15 minutos a temperatura. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, sem

exceder o tempo de trés horas apdés a coleta. Os resultados foram expressos como
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porcentagem média de agregacdo e desvio padrdo, e os perfis das curvas de agregacdo foram

analisados individualmente.

4.7 ENSAIOS DE COAGULACAO SANGUINEA

Os testes de coagulagdo sanguinea foram realizados utilizando-se o equipamento
semiautomatizado (CLOTimer, Quick Timer) e os conjuntos diagnostico TP Clot e TTPa Clot
da empresa BIOS Diagnostica (Sorocaba, SP). Para a realizacdo dos ensaios, foi obtido o PPP
por meio da centrifugagdo das amostras a 1107 g durante 15 minutos. Posteriormente, os
plasmas foram transferidos para um tubo de fundo conico de 15 mL para a obtencdo de um
pool de PPP. Para a realiza¢do do TP, teste que avalia a via extrinseca da coagulacao, 100 pL
do pool de PPP foram incubados a 37 °C com os compostos (500 uM) ou DMSO durante 5
minutos. Como controle positivo, utilizou-se heparina (17 IU/mL de sangue total). Apos a
incubacao, foi adicionado o ativador da coagulacdo. Na realizagdo do TTPa, teste que avalia a
via intrinseca da coagulacdo, aos 100 pL de pool de PPP, foram adicionados o reagente de
TTPa e os compostos (500 pM), DMSO ou heparina (17 IU/mL de sangue total). A mistura
foi incubada a 37 °C por 5 minutos e, posteriormente, adicionou-se o cloreto de célcio (CaClz)
como ativador da coagulagdo. Todos os testes foram realizados em triplicata, sem exceder o
tempo de trés horas ap0s a coleta.

Os resultados foram expressos como tempo médio em segundos para a formacao do
coagulo de fibrina e desvio padrdo. Adicionalmente, os resultados de TP foram expressos
como razao normalizada internacional (RNI), com um intervalo de referéncia entre 1,0 e 1,3
para individuos sauddveis (SHIKDAR; BHATTACHARYA, 2018). Os resultados de TTPa
foram expressos como a razdo do TTPa, podendo variar entre 1,0 e 1,5 em individuos

saudaveis (GREINACHER et al., 2000).

4.8 AVALIACAO DA TOXICIDADE COM AZUL DE TRYPAN

A avaliacdo da viabilidade plaquetaria foi realizada por meio do teste de exclusao
com azul de Trypan. Para a realizagao dos testes, 400 uL do pool de PRP foram incubados
com os compostos (500 uM) ou DMSO durante 5 minutos. Como controle positivo,
utilizaram-se os reagentes FIX & PERM, resumidamente, 100 pL do reagente FIX-A foram

incubados com 100 pL do poo/ de PRP durante 15 minutos, lavados com 1 mL de PBS e em



37

seguida centrifugados a 264 g durante 5 minutos. Em seguida, retirou-se o sobrenadante e o
processo foi repetido com o reagente FIX-B. Posteriormente as incubagdes, 50 uL. de PRP
tratado (compostos e controles) foram individualmente misturados com um volume igual de
azul de Trypan 0,04% e transferidos para uma camara de Neubauer para a contagem de
plaquetas totais e de plaquetas ndo viaveis. A viabilidade plaquetéria foi determinada usando
a Equacdo 1. Os resultados foram apresentados como porcentagem média de plaquetas viaveis e
desvio padrao, e todos os experimentos foram realizados em triplicata, sem exceder o tempo

de trés horas apds a coleta.

Equacio 1 - % de células viaveis = n° total de células vidveis x 100

n° total de células

4.9 DETERMINACAO DA Clso DO COMPOSTO L-11

Apbs os estudos de triagem, o composto L-11 foi selecionado para dar continuidade
aos experimentos, sendo o primeiro deles a determinagdo da Clso. A concentragdo em que um
composto ¢ capaz de induzir 50% da inibicdo ¢ denominada Clso (GOMIS-TENA et al.,
2020). Para a determinacdo da Clso, foram realizadas diluigdes do composto, e o PRP foi
tratado com estas dilui¢des (62,5; 125; 142,8; 166,6; 250; 333,3 ¢ 500 uM) ou com DMSO e,
posteriormente, estimulado com epinefrina, coldgeno (2 pg/mL; Chrono-Log Corp,
Havertown, EUA) ou 4cido araquidonico (2 pg/mL; Chrono-Log Corp, Havertown, EUA). A
agregacao foi realizada conforme descrito no item 4.6. Para calcular a Clso, utilizou-se a curva
concentragio-resposta do software GraphPad Prism®. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata sem exceder trés horas ap0s a coleta da amostra.

4.10 AVALIACAO DO EFEITO DO COMPOSTO L-11 EM RELACAO AO TEMPO DE
INCUBACAO

Para avaliar se o efeito do composto L-11 era dependente do tempo de incubagdo
com o PRP, 400 pL do poo!/ de PRP foram incubados a 37 °C por 5 ou 15 minutos com o
composto L-11 (333,3 uM) ou com DMSO. Logo apos, as amostras foram estimuladas

individualmente com 10 pL de epinefrina (5 ug/mL) ou 2 puL de coldgeno (2 pug/mL), e a
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agregacao foi acompanhada por 5 minutos utilizando-se o software AgreGo. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata sem exceder trés horas apos a coleta da amostra. Os resultados

foram expressos como porcentagem média de agregacgao e desvio padrao.

4.11 EXPRESSAO MEMBRANAR DE P-SELECTINA

O efeito do composto L-11 sobre a ativagdo plaquetaria foi avaliado pela
metodologia de citometria de fluxo por meio da determinagdo da expressdo de P-selectina,
utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-CD62P-PE (clone AK-4; BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA).

O CD62P, também conhecido como P-selectina, ¢ um componente dos granulos-a e
se expressa na membrana das plaquetas durante e apds a secre¢do destes granulos. Em vista
disso, o anti-CD62P-PE ¢ geralmente considerado o marcador padrdo ouro para avaliar a
ativacao plaquetéaria (CHO et al., 2020).

As plaquetas sdao células pequenas e de tamanho variado e, com o proposito de
facilitar sua identificagdo por citometria de fluxo, elas foram marcadas com o anticorpo
monoclonal anti-CD61-PerCP (clone PN IM 1758U; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA),
capaz de se ligar em plaquetas ativas e inativas (LEVINE; BROOKS, 2019). Todas as
amostras foram analisadas no citometro de fluxo FACSCanto II (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, EUA) utilizando os lasers azul (488 nm, air-cooled, 20 mW solid
state) e vermelho (633 nm, 17 mW HeNe), e o software FACSDiva versao 6.1.2 (Becton
Dickinson, EUA).

Para a marcacdo com os anticorpos, 400 puL do pool de PRP foram incubados por 5
minutos com o composto utilizando uma concentrag¢ao aproximada de 200 uM ou com DMSO
em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram estimuladas com AA (0,5 mM) e
incubadas por mais 5 minutos. Apos, foram adicionados os anticorpos monoclonais, anti-
CD62P-PE (5 pL) e anti-CD61-PerCP (2 pL), e as amostras foram reservadas durante 15
minutos ao abrigo de luz. Apds a incubagdo, foram adicionados 2 mL de PBS e as amostras
foram centrifugadas a 277 g por 5 minutos. Para finalizar, retirou-se o sobrenadante e o pellet
foi suspendido em 500 pL. de PBS e analisado imediatamente no citdmetro de fluxo. Para
utilizar como controle de autoativagdo, um tubo contendo plaquetas sem estimulo do agonista

também foi marcado com os anticorpos monoclonais.
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Os dados adquiridos pelo citometro de fluxo foram analisados no software Infinicyt
(Cytognos®) versdo 1.7. A populagdo de plaquetas foi identificada através dos parametros de
forward e side scatter (FSC e SSC, respectivamente) e pelas caracteristicas de expressao de
CD61/SSC. Em cada tubo foram analisados 10.000 eventos positivos para CD61 na forma de
histogramas e intensidade de fluorescéncia média (IFM). A IFM dos marcadores foi
representada por meio da porcentagem de inibicdo, para isto se utilizou a merge das

duplicatas, sendo calculada conforme a Equacao 2 (CASSAR et al., 2003).

Equacao 2 — Célculo da porcentagem de inibig¢do da ativagdo plaquetaria a partir da
intensidade de fluorescéncia média (IFM).

Inibi¢do (%) = 100 — (IFM te — IFM 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.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) ou média + erro padrao
(EP). A andlise estatistica foi efetuada com o auxilio do software MedCalc® e para a
construcdo grafica foi utilizado o software GraphPad Prism 5®. As médias das varidveis foram
comparadas utilizando-se teste t de Student ou a andlise de varidncia de uma via (ANOVA de
uma via) seguida do pos-teste de Bonferroni ou Tukey. Foi adotado um nivel de significAncia

de 5% (P < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 BIODISPONIBILIDADE ORAL TEORICA DAS DHPS

Os parametros de biodisponibilidade oral foram avaliados pela ferramenta
SwissADME (Tabela 1). De acordo com a andlise dos compostos, apenas quatro deles
apresentaram uma viola¢ao dos critérios de Lipinski et al. (1997) e Veber et al. (2002). Os
compostos L-16, L-26, L-27 e L-29 apresentam nimero de ligacdes rotaciondveis igual ou

superior ao ideal, sendo 10, 11, 10 e 10, respectivamente.

Tabela 1 - Parametros teoricos de biodisponibilidade oral das dihidropiridinas determinados

pela ferramenta SwissADME

Pardmetro mLogP PM(g/mol) 0 " " TPSA(A) "
O+N OH+NH rotb violacoes

Ideal <4,15 <500 <10 <5 <10 <140 <1
L-11 1,60 389,44 6 1 9 83,09 0
L-12 1,30 374,38 6 1 8 110,45 0
L-13 1,68 345,39 5 2 7 84,86 0
L-14 1,37 375,42 6 2 8 94,09 0
L-15 2,60 355,43 4 1 8 64,63 0
L-16 1,30 419,47 7 1 10 92,32 1
L-17 1,08 405,44 7 2 9 103,32 0
L-19 4,04 439,93 4 0 8 55,84 0
L-20 2,65 450,48 6 0 9 101,66 0
L-23 4,14 484,38 4 0 8 55,84 0
L-24 3,02 421,49 5 1 8 76,07 0
L-26 2,57 495,56 7 0 11 83,53 1
L-27 2,90 465,54 6 0 10 74,30 1
L-28 2,70 451,51 6 1 9 85,30 0
L-29 2,38 481,54 7 1 10 94,53 1

mLogP — estimativa de LogP (lipofilicidade); PM — peso molecular; n® O+N — ntimero de aceptores de
ligacdo de H; n® OH+NH — numero doadores de ligagdo de H; n° rotb — nimero de ligagdes rotacionaveis; TPSA

— area de superficie polar topoldgica; n° violagdes — niimero de violagdes. Fonte: A autora.
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5.2 TOXICIDADE TEORICA DAS DHPS

Os ensaios de toxicidade teorica realizados utilizando-se o software Osiris®
Property Explorer sugeriram que todos os compostos apresentaram baixo risco para os
parametros avaliados (Tabela 2), sendo eles: mutagenicidade, tumorigenicidade, irritabilidade

e efeito negativo sobre a reproducao.

Tabela 2 - Parametros de toxicidade tedrica das dihidropiridinas avaliados pelo software

Osiris® Property Explorer

Parametro Mutagen. Tumorigen. Irritabilidade  Ef. neg. sobre rep.
Ideal Baixo Baixo Baixo Baixo
L-11 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-12 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-13 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-14 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-15 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-16 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-17 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-19 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-20 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-23 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-24 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-26 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-27 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-28 Baixo Baixo Baixo Baixo
L-29 Baixo Baixo Baixo Baixo

Mutagen. — mutagenicidade; Tumorigen. — tumorigenicidade; Ef, neg. sobre rep. — efeitos negativos sobre a

reprodugdo. Fonte: A autora.

5.3 EFEITO DAS DHPS SOBRE A AGREGACAO PLAQUETARIA

Inicialmente, avaliou-se se os compostos eram capazes de inibir a agregagdo

plaquetaria quando incubados em alta concentragao (500 uM) com o PRP. Como pode ser
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observado nas Figuras 9 e 10, as DHPs L-11 a L-17 inibiram significativamente a agregacao
plaquetaria induzida por ADP e epinefrina quando comparados com o controle negativo.
Destas, L-11 e L-13 obtiveram os melhores resultados de inibigdo da agregacao plaquetaria
induzida por epinefrina (3,3 £ 1,5% e 5,7 = 1,2%, respectivamente). Os compostos que
apresentaram menores médias na agregacao induzida por ADP foram L-12 e L-16 (9,3 +2,3%
e 22,3 + 2,3%, respectivamente). Em relacdo as DHPs N-feniladas (L-19 a L-29), apenas os
compostos L-19 e L-23 nao inibiram significativamente a agregacao plaquetaria induzida por
ADP ou epinefrina. Os compostos L-20, L-24, L-28 e L-29 apresentaram diminuicao
significativa da agregagdo em relagdo ao controle negativo na agregagdo plaquetaria induzida
por ADP e epinefrina. O composto L-26 apresentou redugao significativa apenas na agregagao

induzida por epinefrina.

Figura 9 — Efeito das dihidropiridinas (500 pM) sobre a agregacao plaquetaria induzida por
adenosina difosfato (ADP 10 uM).
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Controle negativo — dimetilsulféxido 0,5% (v/v); Controle positivo — ticlopidina 10 mM. Os dados foram
expressos como média = desvio padrdo; N = 3. *Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo (P-valor

<0,05). ANOVA de uma via seguida pés-teste de Bonferroni. Fonte: A autora.



43

Figura 10 — Efeito das dihidropiridinas (500 uM) sobre a agregagdo plaquetaria induzida por
epinefrina (EPI - 5 ug/mL).

100+
80-

60-

. ° \"("’3’\”"3’\‘5(\'9‘19q, > a0 4\ gd D
FFHFVVVVVVVVVVVVVVY

Controle negativo — dimetilsulféxido 0,5% (v/v); Controle positivo — ticlopidina 10 mM. Os dados foram
expressos como média = desvio padrao; N = 3. *Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo (P-valor

<0,05). ANOVA de uma via seguida pos-teste de Bonferroni. Fonte: A autora.

54 ATIVIDADE DAS DHPS SOBRE A COAGULACAO SANGUINEA

Como pode ser observado na Tabela 3, nenhuma das DHPs incluidas no estudo
prolongou significativamente os tempos de protrombina e tromboplastina parcial ativada, os
valores de RNI e TTPa razdo ficaram entre ou abaixo dos valores de referéncia, sugerindo que

estas ndo possuem atividade anticoagulante.
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Tabela 3 - Efeitos das dihidropiridinas (500 pM) sobre o tempo de protrombina (TP) e o

tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).

TP TTPa
Tratamento Média £ DP (5) Média £ DP (5) TTPa razao

Controle negativo 16,0 £ 0,1 1,0 31,7+0,7 1,0

Controle positivo >100 - >100 -
L-11 16,9 £0,2 1,1 30,6 £0,9 1,0
L-12 16,1 +0,1 1,0 29,9 £0,5 0,9
L-13 12,9 £0,8 0,8 28,0+ 0,6 0,9
L-14 14,8+ 0,6 0,9 31,4+0,8 1,0
L-15 14,7+0,5 0,9 33,2+0,5 1,0
L-16 15,9+£0,2 1,0 31,3+0,8 1,0
L-17 17,6 £ 0,8 1,1 31,6 £0,5 1,0
L-19 - - - -
L-20 - - - -
L-23 - - - -
L-24 14,1 £0,8 0,9 33,1+0,3 1,0
L-26 - - - -
L-27 - - - -
L-28 154+1,0 1,0 334+1,0 1,0
L-29 - - - -

DP — desvio padrao; Controle negativo — dimetilsulféxido 0,5% (v/v); Controle positivo — heparina 17 Ul/mL de

sangue total; RNI — razdo normalizada internacional. Os dados foram expressos como média + desvio padrio; N

= 3. ANOVA de uma via seguida pos-teste de Bonferroni. Fonte: A autora.

5.5 EFEITO DAS DHPS SOBRE A VIABILIDADE DAS PLAQUETAS HUMANAS

Dos compostos avaliados no presente trabalho, L-12, L-13, L-16 e L-17

apresentaram diminuicao significativa da viabilidade plaquetdria em relagdo ao controle

negativo, como mostra a Tabela 4. Por outro lado, os compostos L-11, L-14 e L-15 nao

apresentaram uma reducdo significativa de plaquetas vidveis em relacdo ao controle,

sugerindo baixo efeito toxico sobre as plaquetas humanas. Em rela¢do a esse parametro, o

composto que se apresentou mais promissor foi o L-11 (95,1 + 0,6).
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Tabela 4 - Efeito toxico das dihidropiridinas (500 uM) sobre as plaquetas humanas

Plaquetas viaveis

Tratamento
Média £ DP (%)
Controle Negativo 96,9+ 0,6
Controle Positivo 0,01 +£0,0*
L-11 95,1 +0,6
L-12 93,6 £0,2*
L-13 91,9+1,3*
L-14 94,4 +0,2
L-15 942+ 1,6
L-16 94,1 £0,5*
L-17 93,9 +0,6*

Controle Negativo — dimetilsulféxido 0,5% (v/v); Controle Positivo (FIX & PERM); DP — desvio padrao.
*Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo (P-valor < 0,05). ANOVA de uma via seguida de pds-

teste de Bonferroni. Fonte: A autora.

5.6 DETERMINACAO DA CI50 DO COMPOSTO L-11 UTILIZANDO EPINEFRINA,
COLAGENO E ACIDO ARAQUIDONICO

Com o objetivo de verificar se a atividade antiagregante do composto L-11 era
dependente de concentracdo, bem como determinar sua Clso, foram realizadas dilui¢des
seriadas do composto e a agregacao foi induzida utilizando-se diferentes agonistas. Conforme
a Figura 11, verifica-se que a inibicdo da agregacao plaquetéria foi concentragdo-dependente
para todos os agonistas testados. A melhor Clso foi obtida utilizando-se 0 AA como agonista
(113,4 = 7,44 uM), enquanto a epinefrina (334,1 = 15,74 uM) e o colageno (399,4 + 16,41

puM) apresentaram Clso superiores e semelhantes entre si.
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Figura 11 — Curvas de agregacdo plaquetaria induzida por epinefrina, coldgeno e acido

araquidonico em funcao de diferentes concentragdes do L-11.
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Painel A: Curva de agregacgao concentragdo-dependente induzida por epinefrina (EPI — 5 pg/mL). Painel B:
Curva de agregagdo concentragdo-dependente induzida por colageno (COL — 2 pg/mL). Painel C: Curva de
agregacdo concentragdo-dependente induzida por 4cido araquidonico (AA — 2 pg/mL). Dados expressos como
média £ desvio padrdo (N = 3). Letras “a”, “b” e “c” — Pontos identificados com letras iguais ndo apresentaram
diferencas significativas entre si, pontos identificados com letras diferentes tiveram diferencas significativas

entre si (P <0,05). Foi realizado ANOVA de uma via e um poés-teste de Tukey. Fonte: A autora.

5.6.1 Avaliacio dos perfis das curvas de agregacio em diferentes concentracoes do

composto L-11

Com o intuito de compreender melhor o mecanismo de agdo da atividade
antiagregante do L-11, foi realizada a avaliagdo dos perfis das curvas de agregacao em
diferentes concentragdes do composto e utilizando diferentes agonistas. Como mostra a

Figura 12, utilizando o AA como agonista, o composto L-11 na concentra¢do de 166,6 pM
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conseguiu inibir primeira e segunda ondas. Na concentragdo de 62,5 uM, nem a primeira nem

a segunda onda foram inibidas.

Figura 12 — Perfil das curvas de agregacgdo plaquetaria induzida por acido araquidonico com

diferentes concentracdes do composto L-11.
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AA — acido araquiddnico; Controle — DMSO 0,5% (v/v); CI5S0 — concentragdo inibitdria de 50%. Imagens

ilustrativas de experimento em triplicata. Fonte: A autora.

De acordo com a Figura 13, na qual o coldgeno foi utilizado como agonista, na
concentragdo de 500 uM, o composto L-11 conseguiu inibir tanto a primeira quanto a segunda

onda, j& na concentragdo de 333,3 uM, pode-se observar uma fraca inibi¢do da segunda onda.

Figura 13 — Perfil das curvas de agregagao plaquetaria induzida por colageno com diferentes
concentragdes do composto L-11.
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COL - colageno; Controle — DMSO 0,5% (v/v); CI50 — concentragdo inibitdria de 50%. Imagens ilustrativas de

experimento em triplicata. Fonte: A autora.



48

Conforme a Figura 14, utilizando a epinefrina como agonista, na concentracdao de

500 uM, o composto L-11 conseguiu inibir a primeira ¢ a segunda ondas, ja na concentragao

de 333,3 uM, pode-se observar uma fraca inibicdo da segunda onda.

Figura 14 — Perfil das curvas de agregacdo plaquetaria induzida por epinefrina com diferentes

Agregacdo EPI (%0)

concentragdes do composto L-11.
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EPI — epinefrina; Controle — DMSO 0,5% (v/v); CI50 — concentragdo inibitoria de 50%. Imagens ilustrativas de

experimento em triplicata. Fonte: A autora.

5.7 AVALIACAO DO EFEITO ANTIAGREGANTE EM RELACAO AO TEMPO DE

INCUBACAO DO COMPOSTO L-11

Para avaliar se o efeito antiagregante do composto L-11 ¢ dependente de tempo de

incubagdo, foram realizados testes de agregacao incubando as amostras com o composto L-11

na concentracdo de 333,3 uM nos tempos de 5 e 15 minutos. Utilizando a epinefrina como

agregante, ndo foi observada diminuicao significativa da porcentagem de agregacdo apods 15

minutos de incubacdo quando comparado com a porcentagem obtida apdés 5 minutos de

incubagdo com o composto. Por outro lado, quando o colageno foi utilizado como estimulo,

houve diminuigdo significativa da agregacdo no tempo de incubacdo de 15 minutos em

relacdo ao tempo de 5 minutos (Tabela 5), sugerindo que houve uma atividade dependente do

tempo de incubagao.
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Tabela 5 — Efeito do Composto L-11 (333,3 uM) sobre a agregagdo plaquetaria em diferentes

tempos de incubacdo (5 e 15 minutos).

Epinefrina Colageno
Tratamento
Média = DP (%) Média = DP (%)
Controle (DMSO) 88,5+0,7 94,5+ 0,7
L-11 (5 minutos) 69,0+ 1,4 73,5+0,7
L-11 (15 minutos) 71,5 +0,7* 68,0 £ 1,4*

DP — desvio padrao; DMSO- dimetilsulfoxido 0,5% (v/v); Dados expressos como média + desvio padrdo (N =
2); *Diferenca significativa em rela¢do ao tempo de 5 minutos. Teste t de Student para amostras independentes.

Fonte: A autora.

5.8 EXPRESSAO MEMBRANAR DE P-SELECTINA

Para verificar se o composto L-11 era capaz de inibir a ativagdo plaquetaria, foi
avaliada a expressdo de P-selectina (CD62) marcando as plaquetas com anti-CD62P.
Utilizando AA como agonista, a inibicdo da expressio membranar de P-selectina foi de

76,47%.
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6 DISCUSSAO

Hemostasia € o processo que garante a manuten¢ao do fluxo sanguineo em condi¢des
fisiologicas normais e impede a perda significativa de sangue apos a lesdo vascular (DAVILA
SINAI DEL CARMEN et al., 2019). Portanto, a hemostasia normal depende de um equilibrio
entre a trombose e a hemorragia, por meio de processos pré e antitromboticos (ZAIDI;
GREEN, 2019).

Caso haja alguma desregulagdo nesses processos, pode ocorrer a formagdao de um
trombo indevido, fenomeno conhecido como trombose (MA et al., 2020). A trombose
consiste no aparecimento de um coagulo em algum vaso sanguineo devido a formagao
excessiva de trombina e a sua manifestagdo mais frequente envolve as DCVs (MOUMNEH;
PENALOZA; ROY, 2018).

Apesar de serem utilizados ha décadas e de os estudos mostrarem eficacia clinica e
capacidade de reduzir a mortalidade de diversas DCVs, os medicamentos antitrombdticos
apresentam limitagdes. Portanto, ainda se faz necessaria a realiza¢ao de estudos que procurem
descobrir compostos capazes de auxiliar na prevencao e tratamento dessas doencas (HIRSH;
EIKELBOOM; CHAN, 2019). Diante disso, o presente estudo investigou a a¢do de uma série
de DHPs sintéticas sobre a agregacdo plaquetaria e a coagulacdo sanguinea. DHPs fazem
parte da classe dos bloqueadores de canal de célcio e sio comumente utilizadas no tratamento
de hipertensdo. Um estudo anterior demonstrou que essa classe possui efeitos inibitdrios na
atividade plaquetdria, porém seus mecanismos de agdo ainda ndo estdo completamente
elucidados (SUNKEL et al., 1988).

No presente trabalho, previamente aos ensaios in vitro, foram realizados testes in
silico a fim de prever pardmetros farmacocinéticos (absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excre¢ao), a semelhanca com medicamentos ja disponiveis comercialmente e a
compatibilidade quimica medicinal dos compostos avaliados no estudo. Os ensaios in silico
avaliam estruturas quimicas de compostos utilizando a regra dos cinco, criada por Lipinski, e
prediz como a estrutura das entidades quimicas pode influenciar na solubilidade e na
permeabilidade de farmacos administrados por via oral. Para novos candidatos a
medicamentos, os ensaios tedricos que relacionam a farmacocinética sdo de extrema
importancia em estagios iniciais da pesquisa (LIPINSKI et al., 1997). Considerando a terapia
antitrombotica, sabe-se que a adesdo ao tratamento se da mais facilmente por via oral, porém

existem limitacdes nos medicamentos disponiveis atualmente. Portanto, a predicdo de
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biodisponibilidade oral ¢ fundamental na pesquisa de novos medicamentos antitrombdticos
(MAIER; DUNCAN; HILL, 2016).

A regra dos cinco ¢ baseada em propriedades calculadas em milhares de farmacos e
leva esse nome porque os pontos de corte para os parametros estudados foram préximos de
cinco ou multiplos de cinco. Nomeadamente, esses pardmetros sdo peso molecular, Log P,
nimero de doadores e numero de receptores de ligacdo de hidrogénio. Portanto, a regra dos
cinco afirma que boa absor¢do e permeabilidade sdo mais provaveis quando: existem menos
de cinco doadores de hidrogénio (soma de OH e NH na molécula); existem menos de dez
receptores de ligacdo de hidrogénio (soma de O e N na molécula); o peso molecular ¢ inferior
a 500 g/mol; e Log P inferior a 5 (ou MLog P inferior a 4,15) (LIPINSKI et al., 1997).
Complementando os pardmetros estudados por Lipinksi, Veber considera dois outros critérios
para a boa biodisponibilidade oral de fAirmacos, sendo: dez ou menos ligagcdes rotacionaveis
na molécula e uma 4rea de superficie polar igual ou inferior a 140 A (VEBER et al., 2002). A
violagdo de mais de um dos parametros descritos acima pode estar relacionada a uma ma
absorcao (LIPINSKI, et al., 1997).

Pela analise dos resultados e de acordo com a Tabela 3, os compostos L-16, L-26, L-
27 e L-29 apresentaram uma violacdo cada. Em todos eles, o nimero de ligacdes
rotacionaveis foi igual ou superior a dez. Segundo Veber, um maior nimero de ligagdes
rotacionaveis esta relacionado a uma diminuicao da rigidez molecular, portanto, um numero
menor dessas ligagdes estd associado a uma melhor biodisponibilidade oral. No geral,
moléculas com peso superior a 500 g/mol t€ém uma maior contagem de ligacdes rotativas
(VEBER et al., 2002). Todos os compostos utilizados no estudo tinham peso molecular
inferior a 500 g/mol e nem todos os que violaram a regra estavam entre os mais pesados.
Apesar de os compostos citados acima terem violado um parametro, apenas uma viola¢do nao
inviabiliza seu uso, portanto, pode-se considerar que todos os compostos da série
apresentaram biodisponibilidade oral teérica promissora.

Além da avaliagdo de biodisponibilidade oral, foi realizada a andlise tedrica de
toxicidade dos compostos com base em suas estruturas. Pensando em futuros farmacos
administrados por via oral, ¢ importante que a atividade toxica ndo seja significativa e que
haja o minimo de efeitos adversos. A predi¢cdo da toxicidade, realizada através de estudos in
silico, tem servido como complemento para estudos in vitro € in vivo. Como mostra a Tabela
4, os compostos utilizados nesse estudo apresentaram uma predicdo teodrica de toxicidade

promissora, uma vez que todos apresentaram baixo risco para os quatro parametros avaliados.
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Visto que todos os compostos apresentaram risco baixo para os pardmetros de
toxicidade avaliados in silico, iniciaram-se os estudos in vitro. O primeiro ensaio in vitro foi o
de agregacao plaquetaria, no qual todos os compostos foram triados na concentragdo de 500
uM, e, inicialmente, utilizou-se como agonistas ADP e epinefrina. Todas as DHPs que ndo
eram N-feniladas (L-11 a L-17) inibiram significativamente a agrega¢do induzida pelos dois
agonistas empregados na triagem. Destes, apenas os compostos L-14 ¢ L-17 tiveram uma
porcentagem de agregacdo maior do que 50% quando ADP foi utilizado como agonista. Dos
compostos N-fenilados (L-19 a L-29), apenas o L-19 e o L-23 ndo inibiram significativamente
a agregacdo com nenhum dos agonistas. No entanto, ressalta-se que as DHPs N-feniladas
apresentaram menor capacidade antiagragante do que as nao feniladas, principalmente quando
a epinefrina foi utilizada como agonista. Adicionalmente, véarias das DHPs N-feniladas
apresentaram porcentagens de agregacao superiores ou muito proximas a 50% e, por isso, nao
foram consideradas promissoras, uma vez que as suas Clso seriam muito elevadas. Durante os
experimentos, observou-se que algumas das DHPs N-feniladas apresentaram problemas de
solubilidade em DMSO, PRP ou PPP e, por isso, acredita-se que alguns dos resultados
apresentados nas Figuras 3 e 4 possam estar subestimados. Devido a essa atividade pouco
promissora € aos aparentes problemas de solubilidade, ndo foram realizadas mais
investigacdes com as DHPs N-feniladas envolvendo as plaquetas.

Shih et al. (2014) avaliaram o efeito antiagregante e os possiveis mecanismos de
acdo do nifedipino, um bloqueador de canal de calcio semelhante as DHPs. Os mesmos
autores observaram que a atividade inibitoria do nifedipino pode estar relacionada com o
bloqueio de NF«B, inibindo a agregacdo plaquetaria por meio da supressdo da cascata de
PLA>-TxA2 e da expressdo de GPIIb/IIIa. Outro possivel mecanismo do nifedipino ¢ o
aumento da producdo de NO/cGMP/PKGI1 que, por meio da modula¢do dos filamentos de
actina, ativacdo de integrina e diminuicdo da mobilizagdo de calcio, inibe a agregacdo
plaquetaria. No estudo de Shih ef al. (2014), foi observado que o nifedipino inibiu a
agregacao plaquetaria induzida por AA e a produgdo de TxA> diminuiu de forma dependente
da concentracdo. O nifedipino e outros bloqueadores de canal de célcio aumentam a atividade
dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma-f/-y (PPARs-B/-y) e os PPARs, por
sua vez, sao reguladores negativos de NFxB, diminuem a mobilizacao de célcio, podem inibir
a liberacdao de AA, diminuindo a formagdo de TxA», podendo estar diretamente relacionados
com o mecanismo de agdo do nifedipino (SHIH et al, 2014). O efeito antiagregante

observado nos compostos avaliados no presente trabalho pode ter relacdo com os mecanismos
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de acgdo propostos por Shih et al. (2014), uma vez que o nifedipino e as DHPs deste estudo
fazem parte do mesmo grupo quimico.

Posteriormente aos estudos de agregagao, foi realizada uma triagem para avaliar se
0s compostos apresentavam atividade anticoagulante, utilizando-se os testes de TP e TTPa,
que avaliam as vias extrinseca e intrinseca da coagulacdo, respectivamente
(NIERDERDOCKL et al., 2016). Devido aos aparentes problemas de solubilidade das DHPs
N-feniladas, a atividade de alguns compostos sobre a coagulagao nao foi avaliada.

Como pode ser visto na Tabela 3, nenhum dos compostos prolongou
significativamente os tempos de TP e TTPa. Além dos resultados de TP e TTPa em segundos,
foram calculados o RNI e a razdo TTPa dos compostos. O RNI ¢ obtido pela razdo entre TP
do composto/TP controle, posteriormente elevado ao indice de sensibilidade internacional
(ISI), fornecido pelo fabricante. Em individuos saudaveis e que ndo fazem uso de terapia
anticoagulante, o RNI ideal ¢ entre 1,0 ¢ 1,3 (SHIKDAR; BHATTACHARYA, 2018). A
razao de TTPa ¢ calculada pela razdo TTPa do composto/TTPa do controle e seus valores de
referéncia variam entre 1,0 e 1,5 para individuos saudaveis que ndo fazem uso de
anticoagulantes (GREINACHER et al., 2000). Os valores de RNI no estudo ficaram entre 0,8
e 1,1 e os resultados das razoes de TTPa foram 0,9 e 1,0, menores ou dentro do valor de
referéncia, sugerindo que os compostos ndo apresentam atividade anticoagulante. A auséncia
de atividade anticoagulante associada a uma atividade antiagregante ¢ considerada
promissora, pois a associagdo das duas atividades em um unico composto poderia aumentar
em muito o risco de eventos hemorragicos graves ou fatais, um dos efeitos adversos mais
relevante apresentado pelos atuais medicamentos antitrombdticos comercialmente
disponiveis.

Kumar et al. (2011) também avaliaram a atividade anticoagulante de dois grupos de
derivados de DHPs e ndo observaram prolongamento do TP ou do TTPa no primeiro grupo,
as estruturas quimicas deste grupo avaliado por Kumar et al. sdo semelhantes as dos
compostos utilizados neste trabalho, podendo ser uma justificativa para a auséncia de
atividade anticoagulante. Em contrapartida, no estudo de Kumar ef al. (2011), foi observado
aumento tanto do TP quanto do TTPa nos ensaios com compostos analogos de DHPs do
segundo grupo avaliado, durante sua sintese, foi adicionado aos compostos um grupo enxofre,
que pode ser o responsavel pelo aumento da atividade anticoagulante. O composto com maior

atividade anticoagulante tinha um anel furil, que pode justificar a melhora desta atividade
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(KUMAR et al., 2011). Nenhum dos compostos utilizados neste estudo tem em sua estrutura
enxofre ou anel furil, o que pode explicar a auséncia da atividade anticoagulante.

Em um estudo realizado por Anwar et al. (2020), observou-se que as DHPs
sintetizadas por eles, utilizadas na concentracdo de 100 uM, causaram um dano minimo as
células humanas. Da mesma forma, com o intuito de avaliar se os compostos eram toxicos as
plaquetas humanas, foi realizado o teste de viabilidade plaquetaria com Azul de Trypan. As
plaquetas que permaneceram com seu citoplasma branco ou claro foram consideradas viaveis
e as que tinham citoplasma azul, inviaveis. Conforme a Tabela 6, quatro compostos (L-12, L-
13, L-16 e L-17) apresentaram diminui¢do significativa da viabilidade plaquetaria quando
comparadas com o controle negativo, portanto, apresentaram algum sinal de toxicidade. Os
demais compostos (L-11, L-14 e L-15) ndo apresentaram reducdo significativa no nimero de
plaquetas vidveis, sugerindo baixa toxicidade as plaquetas. Apesar de a maioria dos
compostos apresentarem diminui¢do significativa em relacdo ao controle negativo, essas
diferencas ndo sdo consideradas clinicamente relevantes, uma vez que a maior diferenca
observada foi de 5%. Em individuos saudaveis, a contagem plaquetaria varia de 150 a 350 x
10° plaquetas/L e, portanto, mesmo que 5% das plaquetas tenham morrido, essa morte nio é o
suficiente para impactar nos ensaios de agregagdo plaquetaria (GREMMEL; FRELINGER;
MICHELSON, 2016). Portanto, considerando uma contagem plaquetaria normal, o maior
nimero de plaquetas inviaveis de acordo com o teste foi de 17,5 x 10° plaquetas/L.

Considerando os resultados discutidos acima, o composto L-11 mostrou-se o mais
promissor, uma vez que apresentou bom potencial antiagregante, auséncia de atividade
anticoagulante e seu resultado no teste de viabilidade plaquetaria ficou entre os melhores. Nos
estudos in silico, essa DHP nao demonstrou nenhuma violagdo aos critérios avaliados.
Portanto, o L-11 foi o composto selecionado para dar continuidade aos ensaios.

Apos verificar que o composto L-11 inibiu significativamente a agregacao com ADP
e epinefrina, e ndo apresentou toxicidade nos testes in silico e in vitro, foi avaliado se seu
efeito antiagregante era dependente de concentracdo e posteriormente foi calculada a Clso do
composto para cada agonista utilizado. Conforme a Figura 11, pode-se observar que a inibi¢ao
da agregacao plaquetaria foi concentragao-dependente para todos os agonistas testados. A
melhor Clso foi obtida utilizando-se o AA como agonista (113,4 + 7,44 uM), enquanto a
epinefrina (334,1 + 15,74 uM) e o colageno (399,4 + 16,41 uM) apresentaram Clso superiores

e semelhantes entre si.
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Como se observa na Figura 12, quando as amostras foram estimuladas com AA, o
composto L-11 inibiu completamente a primeira e a segunda ondas quando utilizado na
concentracdo de 166,6 uM, ou seja, pode-se dizer que nao houve formacao de agregados
plaquetarios.

Na concentracdo de 62,5 uM, o composto L-11 inibiu minimamente a segunda onda,
portanto, teve minima atuagdo na amplificagdo de sinal das plaquetas e na liberagdo de
granulos. Quando se utilizou epinefrina e colageno como agonistas, segundo as Figuras 13 e
14, o composto L-11 foi capaz de inibir completamente as duas ondas. Por outro lado,
utilizando os mesmos agonistas, o composto L-11 na concentracdo de 333,3 uM conseguiu
inibir apenas a segunda onda, diminuindo a amplificagdo de sinal das plaquetas e liberacao de

granulos.

A primeira onda de agregacdo representa a transdugao de sinal, ou seja, com a adigdo
de um agonista, as plaquetas sdo ativadas, mudam sua forma de discoide para esférica e
iniciam a formagdo de agregados plaquetarios, nesse momento, a transmissao de luz aumenta
e a onda comeca a ser formada. Quando o estimulo do agonista ¢ forte, acontece a formacao
da segunda onda, que representa a amplificagdo de sinal das plaquetas, o momento em que 0s
granulos plaquetarios sdo liberados ativando o restante das plaquetas, quanto mais agregadas

as plaquetas ficam, maior a transmissao de luz.

Apenas quando o AA foi utilizado como agonista se observou inibi¢ao da primeira e
da segunda onda em todas as concentracdes utilizadas, indicando inibicdo da ativagao
plaquetaria, portanto, assim como no estudo de Shih et al., citado anteriormente, acredita-se

que a via utilizada para inibi¢do plaquetaria ¢ a via do AA.

O AA ¢ o principal acido graxo da membrana celular das plaquetas, mas ndo € o
responsavel pelo estimulo plaquetario. Quando livre, o0 AA ¢ catalisado pela ciclo-oxigenase 1
(COX1) e, depois de algumas reagdes, ocorre a formagdo de tromboxano A (TxA), seguido de
TxA2. Por ter um receptor acoplado a proteina G, o tromboxano € o responsavel por estimular
a ativacdo plaquetaria, a ligagao do TxA2 ao seu receptor tem como consequéncias a mudanga
de forma das plaquetas, agrega¢do e secrecdo de granulos plaquetarios (BIJAK; SALUK-
BIJAK, 2017). Portanto, inibindo a via do AA, nao existe ¢ a formagao de TxA2 ¢ a ativagao

plaquetaria ¢ reduzida ou totalmente inibida.
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Outro parametro que foi avaliado era se a atividade de L-11 era dependente do tempo
de incubagdo. Quando se utilizou epinefrina como agonista, houve um aumento significativo
da agregacdo ap6s 15 minutos de incubagdo quando comparado com a incubagdo de 5
minutos, enquanto quando o colageno foi empregado como estimulo, houve uma diminui¢ao
significativa entre os tempos. Apesar de haver diferencas estatisticamente significativas,
ambos nao foram considerados clinicamente relevantes, pois, nas condi¢des do modelo

experimental utilizado, diferencas de até 10% podem ser consideradas replicatas.

Por fim, foi avaliada a ativagdo plaquetaria por meio da citometria de fluxo. O
marcador utilizado foi o CD62P, considerado padrdo ouro para esta andlise (CHO et al.,
2020). Para avaliar melhor a hipotese do mecanismo de agdo do composto L-11, o AA foi
utilizado como agonista na citometria de fluxo e apresentou uma inibicdo da expressao
membranar de P-selectina de 76,47%. Considerando os estudos de Shih et a/., bem como os a
analise dos perfis das curvas de agregacdo, acredita-se que esse resultado corrobora a hipotese
de que a via utilizada pelo composto L-11 para inibi¢do da ativagdo plaquetaria seja a via do

AA.
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7 CONCLUSAO

Apos a compilagao dos resultados, pode-se concluir que:

As DHPs avaliadas neste trabalho apresentaram baixa toxicidade e boa
disponibilidade oral nos testes in silico, podendo ser consideradas boas
candidatas a futuros farmacos;

Nos testes de agregagdo in vitro realizados com epinefrina e ADP, as DHPs
apresentaram boa atividade antiagregante com ambos os agonistas;

Nenhuma DHP apresentou atividade anticoagulante promissora;
Considerando o teste de toxicidade in vitro, os compostos L-11, L-14 e L-15
apresentaram os menores efeitos toxicos sobre as plaquetas humanas;

Entre as DHPs, o composto L-11 se mostrou o mais promissor como agente
antitrombotico utilizando ADP e epinefrina, também apresentou boa inibi¢ao
plaquetéria quando colageno e AA foram utilizados como agonistas;

A atividade do composto L-11 ndo demonstrou ser dependente de tempo de
incubagao utilizando colageno e epinefrina como estimulos;

Calculando as Clso com epinefrina, coldgeno e AA, o melhor resultado foi
obtido com 0 AA;

Avaliando a inibi¢do da ativagdo plaquetdria, o composto L-11 apresentou
alta capacidade de inibir a expressdo da P-selectina utilizando AA como

agonista.

Considerando os resultados, todas as DHPs possuem boa atividade antiagregante,

sendo o composto L-11 o de melhor potencial. Avaliando este composto individualmente,

teve boa inibi¢do plaquetaria com todos os agonistas e seu mecanismo de a¢do parece estar

relacionado a inibi¢do da via do 4cido araquiddnico.
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das amosiras de sangue dos particlpanies. As anicas modificagdes nos meélodos 530 a Inclusdo dos
compostos semissinigticos e sinféticos nas Incubacles dos ensalos |4 aoresentados na vers3o orginal do
projeto”. Mova declaragdo do HU, novo projeto & novo TCLE foram apresentados ressatando a5 ateraqdes.

Consldsragies Finals a critérlo do CEP:

Ests parecer fod slaborade bassado nos documsntos abaloe relaclonados:

Tipo Cocumenta Arquivo Fastagem ALRor SHuagdo
Imformaghes Baskcas | PE_INFORMACOES _BASICAS 154795 250452020 Acafin
oo Projeta a4 E1pdf 152457
Cuiros cara_spllcitacan_emenda CEP 290420| 2500452020 |Ana Carpling Rapelo| Acsiio

20 assinadopdl 15: 2042 |de Moraes
Decia de Projeio_040_Declaracac_oe_Clenca d | 2042020 |Ana Carolina Rabebo| Acelo
Institulgio & a_lnstitulcag_Emenda.pdl 15:13:31  |de Moraes
Nane Skl
TCLE { Termas de | TCLE_projelo_hemostasla_produios_na| 250472020 (Ana Carplina Rabelo| Acsfio
Assentmento / furais_2v_emenda_28042020.pdr 151055  |de Moraes
Justificailva de
LAUGENCIE
Projeto Defalhado ! | projeto_comite_elica_hemostasia_produ| 28042020 (Ana Carplina Rabelo| Acsfio
Erochura 106_natwrals_emenda_ZE042020, pdf 150903  |de Moraes
InvES:
Foiha de Rosio folhaDeRosn_assinada pdf 160472019 |Ana Carplina Rabelo| Acsiio
174623 |[de Moraes
Sltuagio do Parecar:
Aprovado
Meceasita Apreclagio da COMEP:
HaD

FLORIANOPOLES, 13 de Malo de 202

Azsinado por:

Mara Lulza Bazzo
{Coordanadora))

Endaiss: Lnkeniidess Fedenl de Sants Calaring, Prédo Relora B, B Debsmbargador Wi Lima, i 222, sk &0

Badres  Trindads CEP: 26 040400
LWF: &L Musisphs: FLORBROPOLIE
Tl (.40} 3704 45000 E-mail:
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