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RESUMO

A Anemia Falciforme (AF) ¢ a hemoglobinopatia hereditdria cronica mais
prevalente no mundo. A doenca leva a véarias complicacdes pulmonares,
neuroldgicas, renais, hepatobiliares, oculares, infecgdes, priapismo e ulceras de
perna. Parte dessas complicagdes apresentam relacdo com a disfung¢dao endotelial
(DE) observada nesses pacientes, frequentemente associada a baixa
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO). O presente estudo visou caracterizar por
meio da reatividade vascular o efeito de trés compostos doadores de NO, sendo eles
((E)-4-(4-(4-metoxistiril)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazole 2-N-6xido) (2¢);
((E)-4-(4-(4-metoxistiril)fenoxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazole 2-N-6xido) (3¢); (3- (1,3-
dioxoisoindolin-2-il) nitrato de benzila)) (4c). Para os ensaios foram utilizados
anéis aorticos de ratos Wistar machos. Primeiramente, foram obtidas as curvas
dose-resposta na presenca (E+) e na auséncia de endotélio (E-), a fim de
caracterizar participacdo efetiva deste na resposta vascular. Além disso, foi avaliado
0 mecanismo de agdo por meio da inibi¢ao de vias de liberagao de NO. Para tal, foi
realizado a inibi¢do da via da guanilato ciclase soltivel (GCs) usando o composto
1H- [1,2,4] oxadiazol[4,3-alfa] quinoxalin-1-ona (ODQ); inibi¢dao da enzima 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) usando o éster metilico de L-NS-nitroarginina (L-
NAME), e inativacido da via do NO wusando a hidroxocobalamina como
sequestradora desse mediador. Também foi testada a capacidade dos compostos em
prevenir a DE induzida por angiotensina II (Ang II) apés a incubagdo prévia dos
anéis adrticos com Ang II. Os compostos 2¢ ¢ 4¢ demonstraram ser capazes de
promover a vasodilatacdo na presenca do endotélio (E+) (Emax E +: 2¢ 97,21 +
8,46% (n = 6); 4¢ 101,80 + 3,33% (n = 9)). Na auséncia do endotélio (E-) foi
caracterizado os valores (Emax E-: 2¢ 109,50 £+ 6,19% (n=9); 4¢ 111,80 + 3,21% (n
=7)). O composto 3¢ apresentou uma vasodilatagdo na E+ de 70,69 + 14,78% (n =
6), entretanto, na auséncia (E-) estes foram de 44,08 + 9,15% (n = 6), apresentando
uma queda no efeito vasodilatador. Na presenca dos inibidores as vias Emax dos
compostos foram caracterizadas como: hidroxocobalamina (3¢ 4,88 + 2,56% (n =
7); 4¢ 30,6 £2,21% (n = 10)); ODQ (3¢ 2,21 £4,15% (n = 10); 4¢ 4,75 £ 0,51% (n
= 10)) e L-NAME (3¢ 58,45 £ 1,70% (n = 9); 4¢ 109 £ 3,65 (n = 10)). Os dados
sugerem que o composto 4¢ apresenta agdo independente do endotélio. No estudo
de prevengao da DE induzido por Ang II, a curva concentragdo-efeito para
acetilcolina (ACh), nos anéis previamente incubados com os compostos,
demonstrou por meio dos valores de pD2 que os compostos 2¢ (6,86 = 0,06%
(n=10)) e 4¢ (7,15 £ 0,04 (n = 7)) foram ativos, enquanto que o 3¢ (6,28 +
0,10%(n=6)) demonstrou piora em relagdo ao controle (6,73 £ 0,1 (n = 7)) e ao
grupo sem tratamento Ang II (6,46 = 0,04 (n = 9)). Assim, os compostos 2¢ ¢ 4¢
parecem ser uteis na prevencdo da DE e promocdo da vasodilatagao, efeitos
farmacoldgicos importante para o tratamento da AF.

Palavras-chave: Anemia falciforme; disfuncdo endotelial; oxido nitrico; doadores
de NO; vasodilatagao; endotélio vascular.



ABSTRACT

Sickle Cell Disease (SCA) is the most prevalent chronic hereditary
hemoglobinopathy worldwide. The disease leads to several clinical manifestations
including pulmonary, neurological, renal, hepatobiliary complications, infections,
priapism and leg ulcers. Several of those complications are related to endothelial
dysfunction (ED), and it has been associated with a low nitric oxide (NO)
bioavailability. The present study aims to characterize through vascular reactivity
the effect of three NO donor compounds, being (((E)-4-(4-(4-methoxystyryl)
phenoxy)-3-(phenylsulfonyl)-1,2,5-oxadiazole = 2-N-oxide) (2¢); ((E)-4-(4-(4-
methoxystyryl)phenoxy)-3-methyl-1,2,5-oxadiazole 2-N-oxide) (3¢); (3-(1,3-
dioxoisoindolin-2-yl) benzyl nitrate)) (4c). Aortic rings of male Wistar rats were
used for vascular reactivity assays. First, the dose-response curve was obtained in
the presence (E +) and in the absence of endothelium (E-) to characterize its
effective participation in the vascular response. In addition, the mechanism of
action was evaluated through the inhibition of NO-release pathways. For this, the
soluble guanylate cyclase (GCs) pathway was inhibited using the compound 1H-
[1,2,4] oxadiazole [4,3-alpha] quinoxaline-1-one (ODQ); inhibition of the enzyme
nitric oxide endothelial synthase (eNOS) using the methyl ester of L-N-
nitroarginine (L-NAME), and inactivation of the NO pathway using a
hydroxocobalamin as scavenger of this mediator. The ability of the compounds to
prevent ED induced by angiotensin II (Ang II), after previous incubation of the
aortic rings with Ang II, was also studied. Both compounds 2¢ and 4c¢ have been
shown to promote vasodilation with E + (Emax E +: 2¢ 97.21 + 8.46% (n = 6); 4¢
101.80 + 3.33% (n =9)). In the absence of the endothelium, the values for E- were
changed (Emax E-: 2¢ 109.50 = 6.19% (n =9); 4¢ 111.80 + 3.21% (n = 7)) for these
tested-compounds. Compound 3¢ showed vasodilation E + 70.69 + 14.78% (n = 6),
however, in the absence of E- (44.08 £ 9.15% (n = 6), it showed a decrease in its
effectiveness. In the presence of inhibitors the Emax pathways of the compounds,
they were characterized as: hydroxocobalamin (3¢ 4.88 + 2.56% (n = 7); 4¢ 30.6
2.21% (n = 10)); ODQ (3¢ 2, 21 + 4.15% (n = 10); 4¢ 4.75 + 0.51% (n = 10)) and
L-NAME (3¢ 58.45 £ 1.70% (n =9); 4¢ 109 + 3.65 (n = 10)) The data obtained that
the compound 4c¢ has an independent action on the endothelium. In the Ang II-
induced ED prevention study, a concentration-effect curve for acetylcholine in the
rings pre-incubated with the compounds, part through the pD2 values were 2¢ (6.86
+ 0.06% (n = 10)) and 4¢ (7.15 £ 0.04 (n = 7)) were active, while 3¢ (6.28 + 0.10%
(n = 6)) worsening in relation to the control (6.73 + 0.1 (n = 7)) and the group
without treatment Ang II (6.46 + 0, 04 (n = 9)). Thus, compounds 2¢ and 4¢ appear
to be useful in the prevention of ED and promotion of vasodilation, important
effects for SCD treatment.

Keywords: Sickle Cell Disease; endothelial dysfunction; nitric oxide; NO donors;
vasodilation; vascular endothelium.
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(114 +£ 6,92% (n=3)); 4c + Ang II (134,67 + 6,49% (n=3)) ¢ 4c (127 £+ 6,94% (n=3)).. 63

Figura 31. Gréfico de viabilidade celular expressa atraves da absorvancia do MTT em
células HUVECs, sendo Célula (98 + 2,82% (n=3)); 4c (98+2,97% (n=3)) e Triton
(12,94 + 3,27% (n=3)). **** significa p<0,00001 diferenca entra Triton - Célula e 4c 64
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1. INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) ¢ a hemoglobinopatia hereditaria cronica mais
prevalente no mundo. Foi descrita em 1910 pelo médico James Herrick (HERRICK,
1910). Estima-se que a doenca acometa aproximadamente 0,1-0,3% da populacdo no
Brasil, sendo majoritariamente encontrada em pretos ou afrodescendentes (TRINDADE
etal., 2019).

A AF ¢ caracterizada por uma mutagdo pontual no sexto cddon do gene da B-
globina, na qual ocorre a troca de uma timina por uma adenina (GTG para GAG),
resultando na substituicao de um 4acido glutdmico por valina na superficie da cadeia -
globina variante (NEEL, 1949). Essa mutac¢do possibilita a interagdo dos residuos de
aminoacidos hidrofobicos das cadeias beta da hemoglobina S (HbS) gerando um
processo de polimerizagdo. Esta culmina na alteragao do citoesqueleto do eritrdcito, o
que promove o afoicamento das hemacias, originando a célula em forma de foice
(STEINBERG; SEBASTIANI, 2012).

As alteragdes fisiopatoldgicas oriundas da AF levam as diversas co-morbidades
como hipertensdo pulmonar, crises vaso-oclusivas, ateromas, processo inflamatorio
cronico, ulceras na perna, lesao pulmonar e cardiaca, necrose séptica e infartos (KATO
et al., 2018a). Grande parte desse quadro esta correlacionados com a disfungdo
endotelial (DE) presente na AF, caracterizada pela diminuicdo da biodisponibilidade de
oxido nitrico (NO). O NO ¢ um gas sintetizado pelas células endoteliais, que se difunde
facilmente para o musculo liso, tendo como papel principal promover vasodilatagao.
Entretanto, o NO também apresenta fungdes diversas, como modulagdo da resposta
inflamatoria, inibi¢do de fatores de crescimento e de moléculas de adesdao endotelial,
além de possuir propriedades anticoagulantes (AKINSHEYE; KLINGS, 2010).

Até inicio de 2021 existiam apenas quatros farmacos aprovados pela agéncia
reguladora norte americana Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da
AF, a saber: hidroxiureia (HU), L-glutamina (Endari®), voxelotor (Oxbryta®) e o
crizanlizumab (4Adakveo®). Destes, os trés ultimos foram aprovados pelo FDA somente
apos 2017 (PAVAN; SANTOS, 2021).

Tendo em vista este cendrio de poucos recursos terapéuticos para AF, o presente
estudo visa avaliar trés compostos doadores de NO como possiveis candidatos a

farmacos para AF com atuacdo no sistema vascular. Tais compostos ja foram testados
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previamente, sendo observados os efeitos analgésicos, anti-inflamatorios e indutores de
hemoglobina fetal, entretanto, sem conhecimento sobre suas agdes no ambito
cardiovascular. Neste trabalho o foco ¢ avaliar sua atuacdo em nivel vascular, a fim de
promover vasodilatagdo, bem como se estes seriam capazes de prevenir a DE causado

pelo quadro da AF.
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1.1 REVISAO DA LITERATURA
Anemia Falciforme (AF)

A anemia falciforme (AF) ¢ uma hemoglobinopatia hereditaria cronica,
apresentando-se como uma das mais prevalente no mundo (PIEL et al., 2013). E
caracterizada por uma mutagdo pontual no sexto codon do gene da B-globina, na qual
ocorre a troca de uma timina por uma adenina (GTG para GAG), resultando na
substitui¢do de um acido glutamico por valina na superficie da cadeia B-globina variante
(NEEL, 1949).

Quando esta substitui¢do ocorre em um ambiente com baixa tensdo de oxigénio, a
valina ‘substituida’ pode-se ligar complementarmente a sitios hidrofobicos de outra
subunidade B do tetramero de hemoglobina, em um processo de polimerizacdo que
culmina na alteracdo do citoesqueleto do eritrocito e afoicamento das hemacias,
originando a hemoglobina S (HbS) (STEINBERG; SEBASTIANI, 2012).

A HbS apresenta reduzida afinidade pelo oxigénio quando comparada com a
hemoglobina normal (HbA). A falta de afinidade faz com que a HbS esteja mais
propensa a sofrer polimerizagao (SEAKINS et al., 1973). Além disso, esse ambiente ¢
responsavel por causar uma alteragdo no funcionamento dos canais i0nicos dos
eritrocitos, causando desidratacdo do conteudo celular, e favorecendo mais ainda a
interacao das HbS no processo de polimerizacao (FADOK et al., 2001).

Esses desequilibrios sdo responsaveis por aumentar a hemolise e interagdes da
HbS com outras células, como as sanguineas e endoteliais, resultando em outros
quadros fisiopatologicos que se desenvolvem na AF. Além disso, a HbS por interagir
com as células endoteliais (CE) € responsavel por promover ativacao destas, induzindo
o aumento do nivel de moléculas de adesdo (CAM), corroborando para que outras
células sanguineas (i.e. hemadcias, linfocitos, mondcitos, neutréfilos, plaquetas) tenham
uma interagao maior com o endotélio (FADOK et al., 2001).

Esse comprometimento das CE leva a instalagdo de um quadro definido como
disfungdo endotelial (DE), -caracterizado por uma desregulagdo dos fatores
vasoconstritores e vasodilatadores, sendo o oxido nitrico (NO), um dos mediadores mais

afetados nesse desequilibrio (AKINSHEYE; KLINGS, 2010).
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A reducdao da biodisponibilidade do NO ocorre por alguns fatores, sendo a
hemolise de HbS um dos mais importantes (AKINSHEYE; KLINGS, 2010). Existem
dois tipos de hemolise, a extra e a intravascular. A hemolise extravascular ocorre por
meio de macréfagos do sistema reticulo-endotelial e ndo envolve a liberacdo de
hemoglobina livre no plasma. Ao passo que na intravascular, a hemoglobina ¢
descompartimentada liberando o grupo heme livre no plasma. O ferro presente no grupo
heme da HbS sequestra o NO, reduzindo assim a biodisponibilidade desse mediador
(AKINSHEYE; KLINGS, 2010).

A hemolise intravascular de HbS promove estresse oxidativo, aumentando
concomitantemente a auto-oxidacao da propria hemoglobina, corroborando para o dano
da membrana celular, ocasionando o envelhecimento prematuro de eritrocitos e
consequente hemolise da hemoglobina (ALAYASH, 2018).

O sequestro de NO pela hemoglobina leva a formacao de metemoglobina e
nitrato, e impede que o NO esteja disponivel para se difundir no musculo liso a fim de
promover vasodilatacdo e controle homeostatico da inflamacdo e da cascata de
coagulagdo (AKINSHEYE; KLINGS, 2010). A baixa biodisponibilidade do NO tem um
papel importante na origem das comorbidades relacionadas ao sistema cardiovascular,
tais como a hipertensao pulmonar e a crise vaso-oclusiva (AKINSHEYE; KLINGS,
2010).

Além disso, a hemdlise também ¢ responsavel por liberar a L-arginase, que ¢
capaz de degradar a L-arginina, importante substrato para a o0xido nitrico sintetase
(NOS) (LANDBURG et al., 2010). H& também, neste processo apds hemolise, a
liberagdo de dimetilarginina assimétrica (ADMA), que leva a diminui¢do dos niveis de
NO, uma vez que ADMA atua como inibidor enddgeno da oxido nitrico sintetase
endotelial (eNOS) (LANDBURG et al., 2010). Logo, a alta concentragdo de L-arginase
e ADMA sao responsaveis por diminuir os substratos para a liberacdo do NO e bloquear
a NOS, levando a baixa biodisponibilidade de NO. Ademais, esses fatores contribuem
para a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), corroborando para a
instalacdo da DE (LANDBURG et al., 2010; SCHULZ et al., 2008).

A auto-oxidagdo da HbS resulta no aumento da expressao de oxidases,
especialmente xantina desidrogenase oxidase e complexo da NADPH oxidase (KATO;
STEINBERG; GLADWIN, 2017) que participam do processo de injuria isquemia-

reperfusdo de tecidos. Tais moléculas, sdo responsdveis por aumentar o estresse
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oxidativo, esgotando os niveis de antioxidantes cataliticos, como a superdxido
dismutase (SOD) (ALAYASH, 2018). O estresse oxidativo acomete principalmente o
funcionamento homeostatico dos vasos sanguineos (ALAYASH, 2018). Ademais, esse
ambiente acaba sendo uma fonte de liberagdo de peréxido de hidrogénio (H202), que ¢
um potente agente oxidante, além de ser responsavel por fazer com que a CE libere
fatores vasoconstritores, como a endotelina-1 (ALAYASH, 2018; REITER et al., 2002).

A endotelina -1 ¢ um potente vasoconstritor que estd correlacionada com os
quadros hipertensivos e crises vaso-oclusivas na AF. Em estudos conduzidos por
Steppan e colaboradores (2016), foi realizado o tratamento com 2-(S)-acido amino-6-
boronohexanodico (inibidor da endotelina-1) por quatro semanas em ratos com AF.
Posteriormente, foi quantificado os niveis de EROs, NO e reatividade vascular frente a
resposta da acetilcolina (ACh). Os animais que ndo receberam o tratamento tiveram
aumento significativo de EROs, diminui¢do de NO e comprometimento da fungdo
endotelial quando comparado aos que receberam tratamento (STEPPAN et al., 2016).

Estudo conduzido por Ergul e colaboradores (2004), foi demonstrado que durante
as crises vaso-oclusivas ha aumento da endotelina -1 e diminui¢do do NO. Tal efeito foi
observado ao manter em contato CE de artéria pulmonar humana expostas a HbS. Apos
o tempo de incubacdo, foi caracterizado aumento da expressdao da endotelina-1,
diminui¢ao do NO e promog¢ao da DE (ERGUL et al., 2004).

Outro fator que corrobora com a DE ¢ a exposicdo da fosfatidilserina. A
fosfatidilserina ¢ normalmente encontrada na camada interna da membrana das
hemoglobinas. Sua exposi¢ao ocorre devido a falcizagdo da HbS. Estd condicao de
exposi¢do ocasiona lesdes no endotélio, levando a ativacdo endotelial, aumentando o
processo de agregacdo celular, interacdo entre eritrocitos e plaquetas e ativagao de vias
de coagulaciao (FADOK et al., 2001; KUYPERS; JONG, 2004).

A DE tem papel importante na instalagdo dos quadros vaso-oclusivos, que sdo
caracterizados pela obstrucao, principalmente da microcirculacao devido a formagao de
agregados celulares que obstruem a microcirculagdo levando a quadros isquémicos
(GLADWIN; CRAWFORD; PATEL, 2004). As crises vaso-oclusivas frequentemente
levam ao infarto de diversos tecidos por uma perfusdo tissular inadequada, estdo
correlacionadas com a liberagdo da Angiotensina II (Ang II) de forma cronica (EVANS;

MOHANDAS, 1987).



20

A Ang II, um peptideo vasoativo derivado do Sistema Renina-Angiotensina
(SRA), ¢ produzida a partir da clivagem do angiotensinogénio pela renina para formar
angiotensina I (Ang I), seguida pela conversdo de Ang I em Ang II realizada pela
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) (CHOI et al., 2014; GRACE et al., 2012).

A Ang II medeia seus efeitos bioldgicos por meio de dois receptores, sendo um
deles o receptor Ang II tipo 1 (AT1) que esta correlacionado com o aumento de pressao
arterial, vasoconstricdo local, contratilidade cardiaca, liberagdo de aldosterona,
promovendo reabsor¢do renal de sodio e agua e proliferagdo celular em tecido renal e
vascular (ZHOU; SCHULMAN; RALJ, 2004).

A Ang Il quando liberada em situagdes rapidas tem fungao reguladora no sistema
cardiovascular, como por exemplo em casos de hipotensdo, hipovolemia e hemorragia.
Entretanto, quando ¢ liberada de forma cronica ela estd associada a quadros como
hipertensao e insuficiéncia cardiaca cronica. Altos niveis de Ang II também levam a
uma inibicdo da produgcdo de NO, geracdo de EROs e estimulam as CE a liberar
endotelina-1 (GRACE et al., 2012; ZHOU; SCHULMAN; RAIJ, 2004).

Estudos realizados por Dos Santos e colaboradores (2014) demonstraram como as
taxas de Ang II estdo descompensadas nos quadros de AF, fazendo com que haja
aumento da oxidacao vascular, aumento de EROs e diminui¢do da biodisponibilidade de
NO, desempenhando assim, papel crucial na génese da DE e hipertensio (DOS
SANTOS et al., 2014).

Hé também o aumento da liberagdo de microparticulas lipossomais, proteina de
baixa densidade (LDL), que se depositam sob a membrana plasmatica das células,
geram estresse para a membrana e para o citoesqueleto, sendo que as CE sdo
amplamente acometidas. Este quadro promove danos a homeostase vascular, levando a
um aumento das CAM, inflamagdo, desbalango dos fatores coagulantes e um
acometimento elevado das fungdes endoteliais, diminuindo a biodisponibilidade de NO
(WESTERMAN; PORTER, 2016). Altos niveis de LDL e triglicerideo pos-oxidagao
levam as placas de ateromas agravando a vasculopatia na AF (ZORCA et al., 2010).

Hé ainda na AF o aumento dos niveis das citocinas pro-inflamatdrias, como as
interleucinas IL-1PB, IL-6 e Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que desencadeiam
um estado inflamatério cronico e promovem ativagao do sistema imune perpetuando o

ciclo inflamatério (COLEMAN, 2001; HEBBEL; OSAROGIAGBON; KAUL, 2004).
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Das poucas opgoes terapéuticas disponiveis, a HU — conhecido indutor de hemoglobina
fetal — apresenta efeitos vasculares relacionados a producao de NO e reducdo da
expressdo de moléculas de adesdo. Entretanto, apresenta perfil de carcinogenicidade,
teratogenicidade e genotoxicidade indesejaveis demandando a busca de novos farmacos
(KASSIM; DEBAUN, 2014; NADER et al., 2018; PAVAN; SANTOS, 2021).

Ja a L-glutamina (Endari®) melhora o potencial redox das hemacias e diminui a
adesao celular, melhorando as dores da crises vaso oclusivas , além de diminuir os casos
de internacao (NITHARA et al., 2005). O crizanlizumab (4dakveo®), ¢ um anticorpo
monoclonal humanizado, capaz de bloquear a P-selectina, que desempenha um papel no
inicio da fase de rolamento e aderéncia de leucocitos na microvasculatura apos
reperfusdo de isquemia (PHILLIPS et al., 2009). Logo, ao fazer o bloqueio desta via, ha
diminui¢dao da adesdo celular ¢ dos eventos vaso-oclusivos (ATAGA et al., 2017). O
voxelotor (Oxbryta®) ¢ um farmaco que induz a estabilizacdo da HbS ao ligar-se
covalentemente a cadeia a da HbS, levando a reducao da falcizacdo das hemacias ¢
hemolise (DUFU et al., 2018; PAVAN; SANTOS, 2021).

Outras opg¢des de tratamento na AF incluem a terapia de transfusdo eritrocitria e
o transplante de células-tronco hematopoéticas. A transfusdo eritrocitaria visa melhorar
o fluxo da microvasculatura, diminuindo os niveis de HbS e eritrécitos falcizados, o que
promove diminuicdo da lesdo endotelial e do quadro inflamatorio (KASSIM;
DEBAUN, 2014). O transplante de células-tronco hematopoéticas ¢ uma abordagem
curativa, mas os custos desse procedimento ainda sdo elevados, nao podem ser
realizados em todos os pacientes devido as dificuldade em se encontrar doadores
compativeis e envolvem riscos ao paciente como a resposta imune a antigenos estranhos
que estdo presentes no sangue do doador, além do risco de doencas infecciosas

transmissiveis (KASSIM; DEBAUN, 2014).

O papel das células endoteliais em relagcao ao 6xido nitrico

O endotélio vascular ¢ caracterizado por uma monocamada de CE que revestem o
limen dos vasos sanguineos. Por meio de atividades paracrinas, endocrinas e autdcrinas
atuam na modulagdo do tonus vascular, regulagdo da expressdo de moléculas de adesao
(CAMs), cascata de coagulagdo e na fluidez sanguinea (HADI; CARR; AL SUWAIDI,
2005; INCALZA et al., 2018). As CE também atuam como barreira de permeacao
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seletiva no organismo, onde através de fenestracdes ¢ capaz de modular a passagem de
solventes e solutos nos sistemas de oOrgdos. Esse transporte acontece por meio de
interagdes moleculares do soluto transportado com a membrana endotelial (LUM;
MALIK, 1994).

As CE produzem mediadores com propriedades anticoagulantes como as
prostaciclinas e o NO, que atuam no controle do ténus vascular, promovendo
relaxamento vascular e vasodilatacdo. Ademais, as CE também sdo capazes de sintetizar
fatores de crescimento e fatores inibitorios, sendo os inibitorios os que prevalecem em
condigdes fisioldgicas, fazendo com que a atividade proliferativa seja mantida sempre
sob estrito controle. O endotélio possui equilibrio dinadmico, entretanto, quando ha
perturbagdo deste, ha crescimento mitogénico das CE e aumento da expressao de
fatores pro-coagulantes e inflamatérios (KIRKPATRICK et al., 1997).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) apresenta papel importante na
modulagdo do CE. O VEGF ¢ compreendido pela familia, VEGF - B, VEGF - C, VEGF
- D, VEGF - E, e o fator de crescimento placentario (PIGF). Estes desenvolvem um
papel crucial na cascata da angiogénese, estimulando proliferagdo e migra¢do de CE,
aumentando a permeabilidade vascular (CARMELIET; JAIN, 2011; LANGE et al.,
2016). Apesar desses efeitos benéficos, estudos demonstram que quando ha um
desbalanco, como nos casos de elevagdo dos niveis de VEGF, ha comprometimento da
homeostase promovendo lesdoes ao endotélio (CARMELIET; JAIN, 2011; LANGE et
al., 2016).

O VEGF estda associado a vasodilatagdo coronariana via liberagdo de NO
(MUROHARA et al., 1998). Um estudo realizado por Mayhan e colaboradores (1999)
demonstrou que ao aplicar VEGF (0,01 e 0,1nM) em animais houve um aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefélica. Contudo, quando os animais eram
tratados com NS-monometil-L-arginina (L-NAME 10 puM) (inibidor da eNOS) e 1H-
[1,2,4] oxadiazol-[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ; 1,0 uM) (inibidor da guanilato ciclase
soluvel (GCs), o VEGF nao tinha aumento na sua expressdo, diminuindo a
permeabilidade e vasodilatacdo, concluindo assim, que seu mecanismo de agdo ¢ via
liberacao de NO de forma dependente (MAYHAN, 1999).

As CE também apresentam caracteristicas frente a modulacdo de agentes
inflamatorios, como as citocinas pro-inflamatorias: IL-1, IL-6 e IL-8 e fator ativador de

plaquetas (PAF). Essa modulagdo ocorre por meio de interagdes estritamente
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controladas entre CE com outros componentes celulares, como células sanguineas,
sistema imune e proteinas presentes no sangue. Este contato das CE com outros
componentes s3o mediados através das moléculas de adesdo (CAMs), e normalmente
ocasionam aumento no nivel das citocinas pro-inflamatorias (KIRKPATRICK et al.,
1997).

As CAMs sao agrupados em diversas familias, as principais sdo moléculas de
adesdo de célula endotelial plaquetaria-1 (PECAM-1), a molécula de adesdo intercelular
1 (ICAM-1) e adesdo vascular 1 (VCAM-1) (NEWMAN et al., 1990), e as selectinas,
como selectina endotelial (E-selectina). (BEVILACQUA, 1993). Essas moléculas sao
expressas na superficie luminal do endotélio podendo se apresentar de forma
constitutiva ou indutiva (BEVILACQUA, 1993).

As ICAM-1 e 2 e VCAM-1 sdo os membros mais relevantes expressos em CE e
desempenham um papel central nas interagdes com monocitos, granuldcitos e linfocitos
(CARLOS; HARLAN, 1994). A ICAM-1, ¢ expressa constitutivamente nas CE, sendo
regulado por citocinas pro-inflamatorias, apresentando-se em eventos primarios de
condigoes inflamatorias (PARRILLO et al., 1990; PUGIN; ULEVITCH; TOBIAS,
1993). Ja as selectinas endoteliais, E- e P-selectina, estdo intimamente envolvidas na
rolagem de leucocitos em locais de inflamagao (PUGIN; ULEVITCH; TOBIAS, 1993).
Apesar das CAMs terem uma participacdo na resposta imune pelas CE, o seu
desbalango esta correlacionado a doengas envolvendo as CE (KIRKPATRICK et al.,
1997).

Um dos mediadores importantes na manutencao da homeostasia das CE ¢ o NO,
que atua na regulacdo da coagulacdo, expressao das CAM, citocinas inflamatorias e a
regulacdo do tonus vascular (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). A descoberta do NO
aconteceu em 1987 por Palmer e colaboradores (PALMER; FERRIGE; MONCADA,
1987), apds a descoberta de Furchogott e Zawadzki (1980) em que demonstraram que
ha um relaxamento vascular induzido por ACh na presenca do endotélio
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

O NO ¢ encontrado na forma gasosa sendo uma das menores moléculas
produzidas pelo organismo, e sua sintese ¢ dependente da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS). As NOS apresentam-se de trés isoformas da enzima NOS, sendo duas
constitutivas e uma indutiva. As isoformas constitutivas sdo representadas pela NO-

sintases neuronal (nNOS) e a endotelial (eNOS), sendo a nNOS produzida em
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neurdnios, microglia, astrocitos e células musculares esqueléticas, e a eNOS localizada
no endotélio e musculos lisos, sendo responsavel por manter os niveis basais de NO. A
isoforma indutiva da NO-sintase (iNOS) esta presente em neutrofilos e macréfagos, e é
sintetizada frente a demandas induzidas durante a resposta imune (LI; HORKE;
FORSTERMANN, 2014; OSIPOV; BORISENKO; VLADIMIROV, 2007).

A NOS catalisa a conversdo da L-arginina a L-citrulina liberando NO como
produto (MONCADA; PALMERE; HIGGS, 1989). No endotélio, o NO formado se
difunde para o luimen do musculo liso, provocando o seu relaxamento. Do ponto de
vista mecanistico, o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato
ciclase soluvel (GCs) ativando-a. Assim, hd conversdo da guanosina trifosfato (GTP)
em guanosina monofosfato ciclica (GMPc) (RAPOPORT; DRAZNIN; MURAD, 1983).
O GMPc atua como mensageiro secundario, ativando proteinas cinases, dependente de
GMPc, capazes de provocar reacdes de fosforilagdo em diversas outras proteinas e
diminuir a libera¢do de Cax" no meio intracelular, aumentando o seu armazenamento
pelo reticulo sarcoplasmatico (GEWALTIG; KOJDA, 2002).

O NO também pode causar relaxamento do musculo liso vascular por via
independente de GMPc, ativando diretamente os canais de potassio, promovendo
hiperpolarizagdo da membrana celular (BOLOTINA et al., 1995) e ativacao da
Ca?*ATPase do reticulo sarcoplasmatico, aumentando o armazenamento de Ca*' do
meio intracelular no reticulo sarcoplasmatico (COHEN et al., 1999).

O NO participa da regulagdo de diversas fung¢des do organismo, como
vasodilatacdo dependente do endotélio, citotoxicidade de macréfagos, inibigdo da
ativacao endotelial, acarretando a diminuicdo da expressdo das CAMs e agregacdo
plaquetaria, relaxamento do corpo cavernoso, além de participar da angiogénese e
regular a cascata de coagulacdo fibrinolitica e trombdtica. Sendo assim, o NO tem
habilidade de inibir as interacdes de elementos sanguineos com a parede vascular
endotelial (KUO; SCHROEDER, 1995).

O NO também tem um papel na regulagdo da resposta imune, pois baixos niveis
de NO tem efeitos benéficos, proporcionando perfil anti-inflamatério e regulador da
expressao de fatores pro-inflamatorios, como os prostandides e fator nuclear k de
linfécitos B (NF-kB). Logo, quando o NO ¢ liberado em concentracdes fisiologicas
pelas CE (InM), ele € capaz de inibir essa sinalizagdo com efeitos antinflamatorios nos

vasos (CONNELLY et al., 2003; EKTA; ZHOU; HE, 2019) .
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Por outro lado, a literatura demonstra que dependendo do compartimento celular
em que o NO ¢ gerado ele pode exercer efeitos deletérios. A isoforma correlacionada
com esses efeitos ¢ a iNOS, pois geralmente, sua expressdo acontece em um cenario de
reagdo inflamatdria, como naquele observado nos quadros de isquemia na AF
(AKINSHEYE; KLINGS, 2010; SZOCS, 2004; ZOPPO et al., 2000).

As altas concentragdes geradas de NO pela isoforma iNOS esta correlacionado
com aumento da inflamacao e dano tecidual. A indu¢do deste mediador ocorre por meio
de lipossacarideo (LPS) ou endotoxinas bacterianas, juntamente com citocinas, como
TNF-a, IL-1B ou interferon gama (IF-y) (PAPI; AHMADIZAR; HASANVAND, 2019).
A cinética de producdo de NO (iNOS) ¢ diferente das demais, sendo capaz de produzir
quantidades muito mais elevadas e que perduram por mais tempo. Esses efeitos
duradouros correlacionam com desfechos de citotoxicidade. Diferente das outras duas
isoformas que permitem ao NO agao direta e curta (SALVEMINI; ISCHIROPOULOS;
CUZZOCREA, 2003).

As propriedades toxicas do NO (produzido pela iNOS) sdo chave na patogénese
do choque séptico, a superprodu¢do do mediador nesta situagdo ¢ considerada
responsavel pela hipotensdo arterial irreversivel, denominada vasoplegia (perda de
respostas a noradrenalina), acidose lactica e necrose (PARRATT, 1997). Enquanto que
em condi¢des fisiologicas o NO (desta vez, produzido pela eNOS) estd envolvido na
regulagdo imunologica da proliferacdo de células T helper e citocinas, oferecendo
citoprotegcdo na circulagdo pulmonar e coronariana contra peroxidagdo lipidica
(COLEMAN, 2001).

Quando o NO encontra-se em ambientes de condi¢des anaerdbicas, como na
inflamagdo, ¢ rapidamente oxidado a espécies reativas de nitrogénio (ERN). As ERN
sdo espécies altamente instaveis e toxicas para a célula, responsaveis por causar danos
celulares (COLEMAN, 2001). Quando h4a uma combinacao desse aumento de ERN com
as EROs principalmente do anion superoxido (O2), ocorre a formagdo do peroxinitrito
(ONOQO), que ¢ uma molécula com potencial deletério para o organismo (COLEMAN,
2001; INCALZA et al., 2018) CHOI et al., 2014; COLEMAN, 2001).

Os desequilibrios na producdo do NO fazem com que haja ativagao endotelial,
que ¢ responsavel pela liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias e préo-coagulantes,
provocando uma queda continua da homeostase vascular e aumento da expressdo de

moléculas de adesdo na superficie celular, como E-selectina, ICAM-1 ¢ VCAM-1,
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iniciando diversos eventos fisiopatologicos (INCALZA et al., 2018; STORCH et al.,
2017). Torna-se cada vez mais claro que o inicio da DE correlaciona-se com uma perda
precoce do relaxamento dependente do endotélio, via NO e aumento da
biodisponibilidade de EROs. Assim, todos os eventos que corroboram para o
aparecimento da DE, geram um quadro de inflamacao, vasoconstri¢dao e lesdo vascular
(HADI; CARR; AL SUWAIDI, 2005).

Outro fato descrito na DE que também leva ao aumento da concentragdo de EROs
e menor concentragdo de NO ¢ o fato de que, altos niveis de EROs atuam no
desacoplamento da eNOS, reduzindo o cofator tetraidrobiopterina (BHs), que ¢
responsavel pela fixacdo da eNOS ao endotélio vascular. Sob tais condigdes em que o
BH4 ¢ desacoplado, a eNOS comega a liberar O em vez de NO (SCHULZ et al., 2008),
quadro também presente na AF. Uma revisdo realizada por Kato e colaboradores
(2018), relata a baixa funcionalidade da eNOS devido ao desacoplamento existente por
conta dos altos niveis de inflamagdo ¢ EROs (KATO et al., 2018b). Todos esses
mecanismos influenciam diretamente na fung¢do endotelial, interrompendo os
mecanismos moleculares que regulam a biodisponibilidade do NO (SCHULZ et al.,
2008).

O NO ¢, sem duavida, um elemento-chave na manutencdo da atividade
vasodilatadora, tendo wuma participacdo importante para inibicdo de fatores
fisiopatologicos, principalmente no ambito cardiovascular. Cabe ressaltar que ndo
somente NO, mas diversos outros fatores estdo relacionados com a alteragao da funcao
endotelial, e que também podem resultar em um processo inflamatorio cronico, dos
quais € possivel destacar: obesidade, tabagismo, sindrome metabdlica e hipertensdo
(Figura 1) (JAN-ON et al., 2019) ¢ AF (KATO et al., 2018a)(DHARMASHANKAR;
WIDLANSKY, 2010; JAN-ON et al., 2019).
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Figura 1. Fatores que podem afetar o endotélio promovendo disfun¢do endotelial. (Adaptado de
(HADI; CARR; AL SUWAIDI, 2005)).

1.2 Planejamento de novos farmacos com capacidade de doacgao de 6xido

nitrico para o tratamento da AF

Estudos anteriores desenvolvidos no Laboratorio de Pesquisa e Desenvolvimento
de Farmacos (Lapdesf), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) — UNESP
Araraquara permitiram a identificagdo de compostos indutores de hemoglobina fetal
com propriedades doadoras de NO em diferentes niveis (fraco, moderado e forte)
(BOSQUESI et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2011). Trés dos compostos mais ativos
(2¢, 3¢ e 4c¢), exibindo diferentes niveis de doacdo de NO foram selecionados nessa
investigagdo a fim de compreender o efeito destes na reatividade vascular. Estudos
demonstraram que os doadores de NO podem atuar na inibicdo do mRNA da iNOS
através da S-nitrosilagcdo do transativador PARP-1 (isoforma da polimerase 1),
diminuindo sua capacidade de ligar-se ao sitio do promotor iNOS, e consequentemente
sua respectiva expressdo génica atuando dessa forma na regulacdo de processos
inflamatorios (YU et al., 2006). De fato, para os trés compostos selecionados nessa
investigacdo foram observados efeitos antinflamatorios e analgésicos, uteis ao
tratamento da AF. Uma breve descricdo de cada um dos compostos ¢ apresentada a

seguir:
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1.2.1 Derivados do resveratrol contendo a subunidade furoxano como doadora de

NO (compostos 2c¢ e 3c¢)

O resveratrol (RV) (Figura 2) ¢ um polifenol produzido por plantas, presente em
mais de 70 espécies, incluindo frutas, amendoins, cacau e casca de uva (VITAGLIONE;
SFORZA; RIO, 2012). Sua estrutura ¢ formada por dois anéis fenolicos ligados entre si
por uma ligacdo dupla (HUSSEIN, 2011), apresentando dois isdbmeros: cis- (Z) e trans-
(E). Destes, ¢ atribuido ao isdbmero Z as principais atividades biologicas do RV como os
efeitos cadioprotetores, anticancer, neuroprotetores e anti-inflamatérios (NOUR;
TRANDAFIR; MUNTEAN, 2012; PAULO et al., 2011).

O efeito cardioprotetor do RV estd bem estabelecido na literatura e decorre da
inibi¢do da formagdo de fatores quimiotaticos, inibi¢do da agregacdo (devido a inibi¢ao
da tramboxano sintase A2 nas plaquetas), aumento da expressdao de eNOS e indu¢do da
producdo de NO. Todos esses fatores em conjunto atuam na prote¢do e prevencdo da
DE (BONNEFONT-ROUSSELO, 2016; ZORDOKYIAN; ROBERTSON; DYCK,
2015). O RV atua ainda na diminuic¢ao da peroxidagdo lipidica, redu¢do da oxidagdo de
LDL (proteina de baixa densidade) e deposicdo de gordura nas artérias e vasos
reduzindo a formacgao de ateromas (ROMAIN et al., 2012). Ademais, RV contribui com
a modulacdo da pressao arterial (MAGYAR et al., 2012) e fungdo endotelial devido a
inducdo de eNOS (MAGYAR et al.,, 2012), aumenta a concentragdo de agentes
antioxidantes (XIA et al., 2017) e anti-inflamatorios (LIU et al., 2019), previne danos
vasculares causados pela sindrome metabolica (FUJITAKA et al., 2011), diminui a
resisténcia a insulina e induz o aumento nos niveis de HDL (proteina de alta densidade)
(CASTALDO et al., 2019).

Interessantemente, estudos mostram que o RV também reduz os niveis de
citocinas pro-inflamatorias e de moléculas de adesao (BRISDELLI; D’ANDREA;
BOZZ, 2009; DENG et al.,, 2011), apresentando potencial para reverter a DE
(DOLINSKY et al., 2013; FABRICIO et al., 2017). Na AF, além dos efeitos no sistema
cardiovascular, o RV induz a produ¢do de gama-globina, sem alterar a expressao de alfa
e beta globinas. Estudos publicados por nosso grupo de pesquisa mostraram que o RV
na concentragdo de 25 uM induziu a produgao de cadeias gama da hemoglobina usando

células CD34" (BOSQUESI et al., 2020; THEODOROU et al., 2016).
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O RV apresenta baixa solubilidade (30 mg/L) e alta permeabilidade; sendo
classificado no sistema biofarmacéutico como sendo classe II. Sofre extensiva e rapida
metabolizagdo, o que diminui sua biodisponibilidade. Estudos mostram que a meia vida
desse estibeno ¢ de apenas 8-12 minutos. Em humanos, ap6s 30 minutos é convertido
majoritariamente nos metabodlitos 3-sulfatos e/ou 3-glicuronidados, encontrados na urina
em propor¢des de 37% e 19%, respectivamente (COTTART; NIVET-ANTOINE;
LAGUILLIER-MORIZOT, CHRISTELLE BEAUDEUX, 2010; WALLE et al., 2004) .

Apesar dos efeitos in vitro e in vivo - usando alguns modelos animais — poucos
estudos mostram, por meio de dados robustos, efeitos benéficos em humanos. Parte
disso se deve ao perfil farmacocinético inadequado desse produto natural. Além disso,
tem sido demonstrado que o RV atua perturbando membranas biologicas podendo ativar
mecanismos intracelular por agdo inespecifica, o que justificaria em partes as inimeras
atividades biologicas descritas para esse composto. Nesse contexto, estratégias de
modificagdo molecular foram utilizadas para obtengdo de analogos do RV, visando
otimizar perfis farmacodindmicos e farmacocinéticos. Assim, nos derivados estilbénicos
2¢ e 3¢ foram protegidas as hidroxilas da posi¢@o 4 a fim de evitar metabolismo fase 2.
Além disso, foi introduzido o grupo furoxano com propriedades de doacao de NO

(Figura 2).

Furoxano
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos 2¢ ((E) -4- (4- (4-metoxistiril) fenoxi) -3-
(fenilsulfonil) -1,2,5-oxadiazole 2-6xido); 3¢ ((E) -4- (4- (4-metoxistiril) fenoxi) -3-metil-1,2,5-
oxadiazole 2-6xido); 4¢ (3- (1,3-dioxoisoindolin-2-il) nitrato de benzila)).
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Diversos relatos na literatura evidenciam que o furoxano (6xido de furazano;
1,2,5-oxadiazol 2-N-6xido) possui atividades farmacoldgicas relacionadas a sua
capacidade de doar NO (CALVINO et al., 1992; FERIOLI et al., 1995). Os furoxanos
também apresentam efeitos antiagregante plaquetarios (GASCO et al., 2004;
TURNBULL et al., 2006).

Do ponto de vista estrutural, os furoxanos sdo constituidos por um anel
heteroaromatico, contendo a fun¢do N-6xido, sendo capaz de ativar a GCs ao liberar NO
sob a acdo de cofatores contendo residuos de tiol. Estudos mecanisticos demonstraram
que para a liberagdo de NO a partir do furoxano € necessario a presenga do grupamento
tiol, presente em aminoacidos como a L-cisteina. A quantificacdo de nitrito ¢ uma forma
indireta de avaliar os niveis de NO, uma vez que este mediador em sistemas aquosos
rapidamente se converte em nitritos e nitratos. Em estudos indiretos usando a reacao de
Griess para avaliar o efeito doador de NO foi possivel notar que na auséncia da L-
cisteina ndo houve nenhuma formagao de nitrito no meio (MEDANA et al., 1994).

Quimicamente, o composto sofre abertura do anel 1,2,5-oxadiazol 2-N-6xido
formando o derivado nitroso. Isso ocorre por meio do ataque nucleofilico do grupo
tiolato no carbono alfa ao N-6xido levando ao grupo feniltionitrito que se converte
imediatamente a NO por clivagem radicalar (Figura 3) (MEDANA et al., 1994). Outra
possibilidade de reacdo ¢ a transferéncia de um elétron do anion tiolato, formando um
anion radical intermediario que pode permitir a liberagdo do NO. Ambos mecanismos,

podem ocorrem de forma concomitante (MEDANA et al., 1994).
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Figura 3. Elucidagdo dos mecanismos de reagdo para liberacao de oxido nitrico pelo furoxano.

Neste trabalho, o primeiro composto apresentado ¢ o 2c¢, quimicamente

denominado ((E)-4-(4-(3,5-dimetoxiestiril)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol 2-
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N-6xido) (2¢) (Figura 2), advém da hibridizagdo molecular entre o furoxano ¢ o RV
(BOSQUESI et al., 2020). O composto 2¢ apresenta alta capacidade de liberar NO,
medido indiretamente através da quantificacdo de nitrito pelo ensaio de Griess, em
niveis que alcangam até 25.9 % de nitrito no meio.

Ja o segundo composto 3¢, denominado ((E)-4-(4-(4-metoxistiril)fenoxi)-3-metil-
1,2,5-oxadiazole 2-N-6xido) (3¢) (Figura 2), oriundo da mesma estratégia de
modificacdo molecular, apresenta o grupo metil ao invés do fenilsulfonil ligado ao
furoxano. Essa modificagdo diminuiu o efeito de doagdo de NO, vislumbrado nos
estudos que apresentaram apenas 2,0 % nas mesmas condigdes experimentais. Neste
experimento, o controle positivo usado foi o dinitrato de isossorbida, capaz de liberar
10,7 £ 1,1% de nitrito no meio, enquanto o RV ndo foi capaz de liberar NO.
(BOSQUESI et al., 2020).

Os compostos 2¢ e 3¢ apresentaram atividade analgésica no ensaio de contorgao
abdominal induzida por 4cido acético em camundongos. Neste ensaio, a porcentagem de
reducdo do numero de contor¢des foi de 28.9 + 3.3% e 37.3 £ 5.6%, para os compostos
2¢ e 3¢, respectivamente. No experimento foi utilizado a dipirona como controle, sendo
esta, capaz de reduzir 37.4 + 5.6% do numero de contor¢des abdominais (BOSQUESI et
al., 2020). O estudo do mecanismo de agdo revelou que o efeito analgésico de ambos
compostos esta relacionado, em partes, a sua capacidade de reduzir a liberagdo de TNF-
a pelos macroéfagos, demonstrando que o 3¢ ¢ mais efetivo em promover tal efeito. Nos
ensaios de inibicdo do TNF-a e da IL-1p, 3¢ foi capaz de inibir 64.3 + 8.3 % do TNF-a
(12.5uM) e 22.2 + 8.7% da IL-1B (12.5uM)(BOSQUESI et al., 2020).

Além disso, nos estudos conduzidos por Bosquesi e colaboradores (2020),
observou-se que o composto 3¢ foi capaz de induzir a producdo de hemoglobina fetal de
forma semelhante aquela encontrada para o RV, mostrando importantes propriedades

como candidato a um novo farmaco para AF (BOSQUESI et al., 2020).

1.2.2 Ester de nitrato orgéinico (composto 4c)

O composto 3-(1,3-dioxoisoindolin-2-il) nitrato de benzila (4c), Figura 2, foi
planejado por meio da estratégia de hibridagdo molecular envolvendo os farmacos
talidomida e HU. Ensaios indiretos de avaliagdo da capacidade de doacdo de NO
mostraram que o composto 4c¢ foi capaz de gerar cerca de 6% de nitrito no meio,

apresentando capacidade doadora de NO moderada.
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O composto 4¢ também apresentou efeito antiagregante plaquetaria e capacidade
de inducao de hemoglobina fetal in vitro e in vivo usando animais transgénicos. Além
disso, mostrou atividade anti-inflamatoria, com efeito superior a indometacina (farmaco
presente no mercado) e capacidade de inibir citocinas pro-inflamatérias in vitro, a
exemplo do TNF-a cuja porcentagem de inibicdo foi de 91% (DOS SANTOS et al.,
2011; LANARO et al., 2017). Interessantemente, o composto 4¢ foi capaz de reverter o
priapismo em camundongos transgénicos com AF (SILVA et al., 2016). Essa ¢ uma
propriedade que sugere o efeito protetor na DE, visto que essa comorbidade ocorre pela
falta de mediadores que promovam a dilatacao dos corpos cavernosos penianos (SILVA

et al., 2016).



33

2 . OBJETIVO GERAL

Caracterizar o potencial vasodilatador e vasoprotetor dos compostos (2c-4c)

doadores de NO na prote¢ao contra DE usando aorta de ratos normotensos.

2.1 Objetivos especificos

*Caracterizar o potencial vasodilatador dos compostos 2¢-4c;
*Verificar possiveis vias de liberagdo de 6xido nitrico dos compostos 2¢-4c¢;
*Avaliar o potencial vasoprotetor dos compostos dos compostos 2c¢-4c na DE

induzido por Ang II.

3 . MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram usados ratos Wistar normotensos com 120 dias de idade. Os animais foram
fornecidos pelo biotério da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), onde o
experimento foi realizado. Todos os animais foram mantidos em caixas com comida e
agua ad libitum, passando pelo periodo de aclimatacdo de uma semana no biotério sob
regulacao de temperatura (23° C), exaustor de ar para manter a circulagao e ciclo claro-
escuro de 12 horas. O projeto foi aprovado pelo Comité de ética de animais da UFSCar,

tendo como o numero da CEUA N° 1295101219.

3.2. Preparacao das artérias aortas para o ensaio de reatividade vascular

Os ratos foram eutanasiados por decapitacdo e as aortas toracicas dissecadas e
cortadas em anéis de 4 mm de comprimento. Cada anel de aorta foi montado entre dois
ganchos de metal e mantidos na cdmara contendo 5 mL de solugdo fisiologica de Krebs
(com a composicdo em mmol/L de: NaCl 130,0; KCI 4,7, KH.PO4 1,2; CaCl; 1,6;
MgSO4 1,2; NaHCO;3 14,9; glicose 5,5) em pH 7,4, sob gaseificagdo com mistura de
carbogénio (95% O e 5% COy), a 37 °C (MULVANY; HALPERN, 1977). O

equipamento utilizado nos experimentos (miografo) esta ilustrado na Figura 4.
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Para estabilizacdo, as preparagdes permaneceram em repouso por 60 minutos sob
tensao basal de 1,5g (pré-determinada pela curva de tensdao com KCIl). A tensdo
isométrica ¢ obtida pelo transdutor (Letica Scientific Instruments; Barcelona—Spain)
conectado a um amplificador (PowerLab/415 -ADInstruments) e registrada em

computador (MULVANY; HALPERN, 1977).

Figura 4. Fotos feita pela autora. Primeira representa a artéria aorta (dissecada), seguida pela
artéria cortada em anéis de 4mm e por fim, o midgrafo utilizado nos experimentos de
reatividade juntamente com o anel adrtico ajustado em 1,5g.

O projeto foi divido em trés etapas para a avaliacdo da reatividade vascular,

sendo:

3.2.1.Experimento 1: Em artéria aorta de animais avaliar a resposta

vasodilatadora induzida pelos compostos 2¢c-4¢

Neste estudo foi avaliado se os compostos 2c-4¢c apresentam atividade
vasodilatadora, bem como se ocorre participagdo do endotélio nesta resposta.

Para a realizagdao da reatividade vascular, as artérias aortas, retirado do animal,
foram divididos em dois grupos: com endotélio (E+) e sem endotélio (E-). A integridade
endotelial foi avaliada pelo grau de relaxamento induzido por 1 umol/L de acetilcolina
(ACh) apos contragdo do anel aortico pela fenilefrina (0,1 umol/L), considerando os
anéis com integridade endotelial aqueles que tiverem o relaxamento via acetilcolina
superior a 80%. Os grupos E- tiveram seu endotélio removido mecanicamente rolando
suavemente o limen do vaso em um fio fino. Essa remog¢ao do endotélio ¢ demonstrada
pela auséncia de relaxamento que deveria ser causada pela ACh (1 umol/L)

(MULVANY; HALPERN, 1977).

Protocolos:
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a) Os anéis de artérias com o E+ foram posicionados no miografo, sendo
realizado o protocolo descrito ifem 3.2. Logo em seguida, os anéis foram pré-
contraidos com agente fenilefrina e, entdo, foram obtidas as curvas concentragio-
efeito cumulativo, conforme ilustrado na Figura 5 para os compostos 2¢-4¢ (0,01pM a
100uM), tendo como controle o nitroprussiato de soédio (NPS) (0,01uM a 100uM).

Objetivo: Verificar se os compostos induzem efeito vasodilatador em anéis de
artéria aorta com o endotélio integro, bem como prever o Emax (relaxamento maximo
produzido) e a pD2 (-log ECso — concentragdo que produz 50% da resposta méaxima).

b) Os anéis de artérias sem o E- foram posicionados no miografo, onde foi

realizado todo o protocolo descrito item 3.2. Logo em seguida, os anéis foram pré
contraidos com agente fenilefrina. Foram obtidas as curvas concentragdo-efeito
cumulativas para os compostos 2¢-4¢ em concentragdes variando de 0,01uM a 100uM.

Objetivo: Verificar se o endotélio modula a resposta vasodilatadora induzida pelos

compostos, bem como se ha dilatagdao na auséncia do mesmo.

Compostos testados

Jf~lf¢¢¢

Fenilefrina

\Z

Figura 5. Demonstracdo do efeito cumulativo obtido na curva concentrag¢do resposta que foi
proposto no trabalho.

3.2.2. Experimento 2: Mecanismo envolvido na vasodilataciao

O objetivo desse experimento foi investigar o provavel mecanismo de agdo do
efeito vasodilatador, bem como verificar o possivel mecanismos de participacdo do NO
na resposta. Para a realizagcdo deste, foram utilizados os seguintes compostos: (1H) -
(1,2,4) oxidiazol(4,3-a) quinoxalin-1-ona) (ODQ), hidroxocobalamina e N®-mono-
metil-L-arginina éster (L-NAME) (RODRIGUES et al., 2010):

Na cuba do midgrafo, foram dispostos: artéria aorta com o endotélio intacto na

presenca da solugdo de Krebs de acordo com o protocolo descrito no item 3.2. Apds
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estabilizacdo das artérias, foi adicionado ao meio os compostos inibidores de cada uma
das vias, por 30 minutos. Posteriormente foi avaliada a contracdo induzida com a
fenilefrina e obtida a curva concentracdo-efeito de cada composto (2¢c-4c¢).

Objetivo: Prever a via de liberagdo de 6xido nitrico dos compostos.

-Inibidor de Guanilato Ciclase soluvel (GCs): ODQ (1H)-(1,2,4) oxidiazol(4,3-
a) quinoxalin-1-ona) na concentragio de 1x107> M;

-Sequestradores de NO: hidroxocobalamina na concentragdo de 5x10°M;

- Inibidor nio seletivo da NOS: L-NAME (N®-mono-metil-L-arginina éster) na

concentracdo de 5x10° M.
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Figura 6. Esquema ilustrativo da sintese e¢ liberacdo de oxido nitrico (Adaptado Zago e
Zanesco, 2006).

3.2.3. Experimento 3: Avaliacio da prevencdo da disfun¢do induzida por

Angiotensina II

Para a realizagdo deste experimento, as artérias aortas (com endotélio intacto)
foram dissecadas e divididas aleatoriamente em trés grupos: controle (CT);
Angiotensina II (Ang II) e tratamento + Ang II (2c-4¢ + Ang II). Os anéis ficaram
incubados em solu¢do de Krebs onde ficaram em uma estufa a 37 °C sob gaseificagdo
com mistura de carbogénio (95% Oz e 5% CO2) por uma hora com cada composto, e
posteriormente seis horas com a Ang II. Passado este tempo de incubagdo, os anéis
foram dispostos no miografo, como descreve o item 3.2. e foi obtida a curva
concentragdo efeito de ACh, para avaliar o grau de relaxamento dependente de

endotélio.
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A concentragdao escolhida para realizar a incubag¢dao dos anéis aorticos com o0s
compostos, foi selecionada a partir da curva concentragdo-efeito de cada composto.
Sendo escolhido um ponto antes de haver relaxamento na curva, para que nao houvesse
viés da liberagdo de NO do composto na curva da ACh.

Protocolos:

* CT: Os anéis do grupo controle foram encubados por seis horas apenas com
solucdo de Krebs (5x10°uL)

* Ang II: Os anéis do grupo Ang II foram encubados por seis horas com solugdo
de Krebs (5x10°uL) + Ang II (2x10°° M)

e 2¢+Ang II: Os anéis do grupo 2¢ + Ang II foram encubados com solucao de
Krebs (5x10°uL) + 2¢ (1x10'°M) por uma hora. Posteriormente foi adicionada Ang II
(2x10° M) e mantido na estufa por seis horas.

> Krebs (5x10°uL) + 2¢ (1x107'° M) /(1hora) + Ang II (2x10°% M) /(6horas)

* 3ct+Ang II: Os anéis do grupo 3¢ + Ang II encubados com solugdo de Krebs
(5.10°pL) + 3¢ (1x10M) por uma hora. Posteriormente foi adicionada Ang II (2x107)
e mantido na estufa por seis horas.

> Krebs (5x10°uL) + 3¢ (1x10°°M) / (1hora) + Ang II (2x10°° M) /(6horas)

* 4c+Ang II: Os anéis do grupo 4¢ + Ang II encubados com solugdo de Krebs
(5x10°uL) + 4¢ (1x10M) por uma hora. Posteriormente foi adicionada Ang I (2x107)
e mantido na estufa por seis horas.

> Krebs (5x10°uL) + 4¢ (1x10°M) / (1hora) + Ang II (2x10°® M) / (6horas)

Passado o tempo de incubacdo, as artérias foram posicionadas no miografo
seguindo os mesmos protocolos de reatividade descritos no item 3.2, sendo contraidas
com fenilefrina, posteriormente foi realizada uma curva concentragdo-efeito para a ACh
(0,01uM a 10uM).

Objetivo: Avaliar se os compostos foram eficientes em prevenir a DE induzida

por Ang II, bem como se houve melhora na resposta para a ACh.

3.3 Cultura celular

Para os experimentos conduzidos com células, foram utilizadas células endoteliais
umbilicais humanas imortalizadas (HUVEC). Das quais, cultivadas em DMEM (Inlab)
suplementado com 10% de soro fetal de bezerro, antibioticos e antimicéticos. As

culturas foram mantidas a 37 = 2 ° C em atmosfera de 5% de CO; até atingirem a
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confluéncia de 80 a 90%. Apds o crescimento foram tripsinizadas, centrifugadas a 1200
rpm por 5 minutos e plaqueadas de acordo com a concentracao necessaria para cada tipo

de protocolo.

3.3.1 DAF-2DA (4,5-diaminofluoresceina)

Ap0s a cultura celular e o processo de tripsinizagdo, as células foram plaqueadas
em placas de 96 pogos na concentragdo de 1x10* células por pogo. A placa foi encubada
por 24 horas em estufa umidificada contendo 5% de CO; a 37 ° C, para que as células
aderissem a placa e, ap6s 24 horas foi realizado o tratamento.

O tratamento foi conduzido apenas com o composto 4C e com a Ang II. Para o
experimento foi utilizado a mesma concentragdo do item 3.2.3. A concentracdo foi de
1x10°M para o 4¢ e de 2x10°° M de Ang Il em cada pogo. As células ficaram na estufa
por 30 minutos e posteriormente foram removidas, por meio de uma lavagem cuidadosa
com uma solug¢do salina de tampao fosfato (PBS).

Apos a lavagem, foi realizada a incubacdo com a sonda 4,5-diaminofluoresceina
(DAF-2DA - 10 uM) por 30 minutos, para reagir com trioxido de dinitrogénio (N2O3)
(produto de oxidagao de NO) e produzir o composto fluorescente DAF -2DA, utilizado
para a detec¢do do NO (NAKATSUBO et al., 1998). A leitura foi realizada no
fluorémetro SpectraMax GeminiXS (Molecular Devices) com excitacdo de 435 nm e
emissao de 538 nm de comprimento de onda, respectivamente.

Objetivo: Demonstrar que nao houve liberagdo de NO nas concentragoes

utilizadas.

3.3.2 Quantificacio producao de dnion superoxido

Ap0s a cultura celular e o processo de tripsinizagdo, as cé¢lulas foram plaqueadas
em placas de 96 pogos na concentragdo de 1x10* células por pogo. A placa foi encubada
por 24 horas em estufa umidificada contendo 5% de CO; a 37 ° C, para que as células
aderissem a placa e apos 24 horas foi realizado o tratamento.

O tratamento foi conduzido apenas com o composto 4C e com a Ang Il e o Triton,
utilizado como parametro. Para o experimento foi utilizado a mesma concentra¢do do
item 3.2.3, apresentando como grupos:

» Controle: Apenas célula.

> de: Célula + 4¢ (1x10-M)
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> Ang II: Célula + Ang I (2x10% M)
> 4c+ Ang II: Célula + 4¢ (1x10°M) + Ang I (2x10°% M)
> Triton + Ang II: Célula + Triton (3 pM) + Ang II (2x10°° M)

As células foram tratadas, e apds 30 minutos foram encubadas com a sonda
lucigenina durante 30 minutos. Posteriormente, a placa foi inserida no leitor de
microplaca de fluorescéncia (SpectraMaxGeminiXS, Molecular Devices) em 510 nm e
595 nm de comprimento de onda de excitacao.

Objetivo: Avaliar se o composto diminui a producdo de O na mesma

concentracao utilizada no experimento 3.2.3.

3.3.3 Avaliacao da citotoxidade em células HUVEC

Apos a cultura celular e o processo de tripsinizagdo, as c€lulas foram plaqueadas
em placas de 96 pocos na concentracdo de 2x10° células por pogo. A placa foi encubada
por 24 horas em estufa umidificada contendo 5% de CO; a 37 ° C, para que as células
aderissem. Apds 24 horas foi realizado o tratamento.

O tratamento foi conduzido apenas com o composto 4¢ na concentracdo maxima,
baseando-se na curva concentracao efeito, sendo 4¢ (200 uM) e foi usado como controle
negativo o Triton (1 pM), que ¢é citotoxico. Em seguida, a proliferagdo das células foi
medida pela porcentagem de viabilidade (%) apds a encubagao.

A viabilidade das células foi medida por ensaio colorimétrico usando MTT (5
mg/mL), que posteriormente foi encubado por 4 horas para formar cristais de formazan.
Em seguida, essa solucdo foi substituida por dimetilsulféxido (DMSO) que foi

encubado por 5 minutos. Apos esse tempo, foi feita a leitura por absorbancia a 550 nm.

3.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas no GraphPad Prism versao
3.0. A significancia estatistica foi testada por ANOVA-one way (teste post-hoc:
Newman—Keuls) ou teste T, dependendo da necessidade da andlise estatistica. Os dados
foram expressos como média = DP. Em cada conjunto de experimento, n indica o
numero de ratos estudados. Valores de p <0,0001 e p <0,05 foram considerados

significativos. Todos os graficos foram gerados pelo programa Grand Prisma 8.0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao da resposta vasodilatadora induzida pelos compostos 2¢c-4¢

A baixa biodisponibilidade de NO na AF pode ser originada por diversos
mecanismos, tais como a hemolise da HbS, aumento das EROs, aumento da expressao
de agentes constritores que agem em oposi¢do ao NO, como a Ang II, bem como a
liberacdo de agentes inibidores da eNOS, como a ADMA (AKINSHEYE; KLINGS,
2010; ZHOU; SCHULMAN; RAIJ, 2004). Esta redugao nos niveis de NO pode agravar
a DE, ja observada nos individuos com AF, por isso, a reposi¢ao dos niveis de NO pode
ser uma intervengao terapéutica importante para diminui¢do do agravamento da doenca
da DE.

Eberhardt e colaboradores (2003) caracterizaram a vasodilatacdo dependente e
independente do endotélio em humanos com AF a fim de avaliar os efeitos do NO. Para
isso, foram selecionados pacientes com AF (HbS) e sem (HbA). Os participantes
receberam por infusdo de compostos vasoativos, sendo estes o NPS (0,3; 1; 3 e 10
mg/min), como doador de NO, metacolina (0,3; 1; 3 ¢ 10 mg/min), andlogo da ACh
(libera NO dependente de endotélio), NC®-monometil-L-arginina (L-NMMA) (8
mmol/min durante 10 e 4 minutos) (inibidor da eNOS) + repetidas infusdes de
metacolina. Apos, foi feita a afericdo do fluxo sanguineo dos pacientes, e foi avaliado a
participagdo do endotélio nessa resposta (EBERHARDT et al., 2003).

Os resultados demonstram que os pacientes com AF apresentam um fluxo
sanguineo menor do que os pacientes sadios (HbA). Na presenca dos compostos
vasoativos foi identificado que o L-NMMA reduziu o fluxo sanguineo basal em maior
extensao em pacientes com HbA do que em HbS, demonstrado uma menor participagao
do endotélio para uma resposta vasodilatadora, nos pacientes sem AF. Ja a metacolina
teve uma resposta melhor em pacientes HbA, refletindo uma participagdo maior do
endotélio. Na presenca do NPS foi observado uma resposta maior nos pacientes com
HbS. Concluindo assim, que a AF esta associada a DE e a redugdo da
biodisponibilidade do NO, levando a diminuig¢do da resposta vasodilatadora dependente
do endotélio. Além disso, pacientes com AF apresentam melhores respostas

independentes do endotélio frente aos doadores de NO (EBERHARDT et al., 2003).
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Anteriormente, Santos e colaboradores (2011) e Bosquesi e colaboradores (2020)
demonstraram que o composto 4¢ atuou como doador de NO com valores de
porcentagem de nitrito de 6,0 + 0,5 % (DOS SANTOS et al., 2011), enquanto que o
composto 2¢ apresentou 25,9 + 0,6%, e o composto 3¢ apenas 2,0 + 0,4% (BOSQUESI
et al., 2020). Sendo possivel, desta forma, classifica-los em como doadores de NO forte
(2¢), moderado (4¢) e um fraco (3c¢).

Frente a estes dados apresentados dos compostos e a discussdo de literatura que
demonstra a DE na AF, foi realizado a avaliacdo da reatividade vascular, a fim de
prever o potencial vasodilatador dos compostos 2¢-4¢. As Figuras 7, 8 ¢ 9 mostram a
curva de concentracdo concentracao-efeito dos compostos na presenca do endotélio
integro (E+), demonstrando que os compostos 2¢ (E+): 97,21 £ 8,46% (n=6) e o 4¢
(E+): 101,80 + 3,33% (n=9) t€ém maior poténcia na resposta vasodilatadora comparado
ao composto 3¢ (E+): 70,69 + 14,78% (n=6) p<0,0001. Apesar deste possuir um Emax

menor, ¢ valido ressaltar que o mesmo também ¢ capaz de promover vasodilatagao.
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Figura 7. Relaxamento induzido pelo composto 4¢ (0,1-100 uM) na presenca do endotélio
integro. 4¢ (E+): 101,80 + 3,33% (n=9).
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Figura 8. Relaxamento induzido pelo composto 3¢ (0,1-100 uM) na presenca do endotélio
integro 3¢ (E+): 70,69 + 14,78% (n=06).
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Figura 9. Relaxamento induzido pelo composto 2¢ (0,1-100 uM) na presenca do endotélio
integro 2¢ (E+): 97,21 £ 8,46% (n=6).

Apesar do composto 4¢ (E+: 101,80; + 3,33% (n = 9) estar classificado como
doador moderado, seu Emax foi comparavel ao do 2¢ (E+: 97,2 + 8,46% (n = 6)) (Figura
11), ndo apresentando nenhuma diferenga entre eles. Entretanto, quando compara-se o
pD2 pode-se observar que pela Figura 12, que ha diferengas entre todos os grupos,

apresentando uma diferenga de p<0,0001, inclusive entre o composto 2¢ ¢ 4¢. Logo,
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sugere-se que o composto 2¢ apresenta a mesma eficacia de vasodilatacao que o 4¢, mas
0 2¢ ¢ mais potente do que o 4c e 0 3¢ (E+: 2,67 + 0,32%, (n=6).

Os compostos (2c-4¢) foram testados e analisados tendo como parametro o
nitroprussiato de sédio (NPS). Tendo em vista o efeito vasodilatador e poténcia, gerada
a partir da sua curva concentragdo efeito (Figura 10), foi possivel notar que o composto
2¢ ((E+): 97,2 £ 8,46%, (n=6)) e 4¢ (E+): 101,80; + 3,33%, (n =9)) sdo tdo eficazes em
promover a vasodilatagdo quanto o NPS ((E+): 94,99 + 246%, (n=8)), nao
apresentando diferenca entre eles.

Contudo, nenhum deles tem a mesma poténcia do NPS, usado como controle (E+:
7,87 + 0,06% (n=8)) (Figura 12), sendo o pD2 do 2¢((E+): 4,92 + 0,19%, (n=6)); 3¢
((E+): 2,67 + 0,32%, (n=6)); 4¢ ((E+): 3,92 + 0,07%, (n =9)); e NPS ((E+): 7,87 +
0,06%, (n=8)) e 0 p<0,0001.

O NPS foi utilizado como controle por ser um doador de NO utilizado na clinica
médica, mas a sua utilizacdo ¢ limitada para uso em condigdes de urgéncias e
emergéncias (RAO; ELGUINDI; O’BRIEN’, 1991). Os doadores de NO, como o NPS,
DETA-NO e estimuladores da GCs diminuem a ades@o leucocitaria no limen vascular

via NO, um quadro presente na AF (CANALLI et al., 2008).
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Figura 10. Relaxamento induzido pelo nitropussiato de sodio (NPS) (0,1-100 uM) na presenca
do endotélio integro NPS (E+): 94,99 + 2,46%, (n=8).
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Figura 11. Diferenca do Emax entre os compostos 2¢, 3¢, 4¢ ¢ NPS (nitroprussiato de sodio) na
presenga do endotélio integro (E+). **** Indica diferenca entre todos os tratamentos
(p<0,0001). 2¢ (E+): 97,2 = 8,46%, (n=6); 3¢ (E+): 70,69 + 14,78%, (n=6); 4¢ (E+): 101,80; +
3.33%, (n =9); e NPS (E+): 94,99 + 2,46%, (n=8).
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Figura 12. Diferenca da pD2 entre os compostos 2¢, 3¢, 4c ¢ NPS (nitroprussiato de sodio) na
presenca do endotélio integro (E+). **** Indica diferenga entre todos os tratamentos (p<
0,0001). 2¢((E+): 4,92 + 0,19%, (n=6)); 3¢ ((E+): 2,67 £+ 0,32%, (n=6)); 4¢ ((E+): 3,92 + 0,07%,
(n=9)); e NPS ((E+): 7,87 + 0,06%, (n=8)).

Segundo a literatura, os doadores de NO podem aumentar a resposta nos vasos
que tenham sofrido a remoc¢ao endotelial ou sido tratados como inibidores do NO, como
o L-NAME, promovendo maior sensibilidade especifica a aplicagdao exdgena do NO por
uma regulagdo positiva de seu receptor, conduzindo assim, ao aumento da sensibilidade

dos vasodilatadores que agem estimulando a GCs (MONCADA et al., 1991). Estudos
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conduzidos por Moncada e colaboradores (1991), demonstraram que ao realizar a
remog¢ao endotelial ou tratar anéis com L-NAME, houve um aumento da resposta do
NPS, sugerindo que ambos os tratamentos levam a uma maior sensibilidade aos
vasodilatadores relacionando-os com a regulagdo positiva da GCs. Sob essas condigdes,
¢ possivel observar o aumento da resposta aos vasodilatadores, como exemplo o NPS
(MONCADA et al., 1991). Acredita-se que esse aumento da resposta vasodilatadora
seja em fun¢do do aumento que de GMPc, induzido pelos doadores de NO, e pela
sensibilidade da GCs ao NO exd6geno quando ndo ha presenga do mediador endogeno
(MONCADA et al., 1991). Como os compostos 2¢ e 4¢ apresentaram 100% de
vasodilatacdo com a remog¢do e também tratamento de L-NAME, nao possivel ver este
efeito, ja o 3¢ (E+: 70,69 = 14,78% (n=6); E-: 44,08 = 9,15% (n=6)) ndo apresenta esta
caracteristica citado por Moncada.

O composto 3¢ apresenta ter dependéncia de fatores endoteliais para promover sua
resposta vasodilatadora com mais eficacia (Figura 14). A andlise estatistica em relacao
ao composto 3¢ (E+: 70,69 + 14,78 % (n=6); E-: 44,08 + 9,15% (n=6)) apresentou
diferenga quando colocado em condicdes distintas (E+ e E-) (Figura 14). Ja em relagdo
0 Emax dos compostos 2¢ e 4¢, ndo foram observadas diferengas ao serem submetidos a

essas condigdes (E+/E-) (Figura 13,15 e 16).
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Figura 13 A) Vasodilatagdo na auséncia do endotélio (E-) para o composto 2¢ (E-) 109,50 +
6,19% (n=9). B) Curvas comparativas do 2¢ na presenca (E+): 97,21% =+ 8,46 (n=6) ou auséncia
do endotélio 2¢ (E-): 109,50 £ 6,19% (n=9).
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Figura 14. A) Porcentagem de vasodilatacdo na auséncia do endotélio (E-) para o composto 3¢
(E-): 44,08 + 9,15% (n=6). B) Curvas comparativas do 3¢ na presenca (E+) 70,69 + 14,78 %
(n=6); e 3¢ na auséncia do endotélio (E-): 44,08 + 9,15% (n=6) * p <0,05.

Z
o

% Relaxamento

7 5 5 4 3
Log [4C] M

-

= 4C(E)

% Relaxamento

-50

-100-

-150

. 4C (E+)
. 4C (E)

5 4 3
Log [4C] M

Figura 15. A) Porcentagem de vasodilatacdo na auséncia do endotélio (E-) para o composto 4¢
(E-): 111,80 £ 3,21% (n = 7). B) Curvas comparativas 4c na presenga (E+): 101,80 + 3,33% (n
=9); e 4¢ na auséncia do endotélio (E-): 111,80 £ 3,21% (n=7).
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Figura 16. Grafico Emsx- comparacdo entre os compostos 2¢, 3¢, 4¢ na presenca (E+) e na
auséncia (E-) do endotélio. *** p <0,0001 * p<0,05.
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Tabela 1: Compostos com os percentuais de vasodilatagdo na presenca (E+) e na
auséncia (E-) do endotélio e a porcentagem de liberacao de NO avaliado indiretamente

pela mensuragdo dos niveis de nitrito.

Composto Vasodilatacao (E+) Vasodilatagao (E-) Porcentagem de nitrito
(EmaxtDP(n)) (EmaxtDP(n)) (%)

2c
0 9721 +8,46%n=6 109,50 + 6,19% n=9
o @A\Q 25,9 (BOSQUESI et al.,
oS 2020)

3¢
0 N O 70,69 £14,78% n=6 44,08 +9,15%n=6* 2,0 (BOSQUESI et al.,
3 X 2020)

4c

) 101,80 +3 ,33% n=9 111,80 £3,21%n=7 6,0 (DOS SANTOS et
N-o al.,, 2011)

Onde * indica p <0,05 entre 3¢ (E+) e (E-).

Considerando os estudos da literatura, Kim-Shapiro e colaboradores (2018) em
sua revisdo demonstraram como os doadores de NO podem auxiliar no tratamento da
AF. Estes podem atenuar os quadros de hipoxia, diminuir a adesdo celular, fazer a
regulacao da P-selectina, promover hidratagdo das hemacias (diminuindo a falcizagao),
aumentar a hemoglobina fetal e também reduzir as dores e os eventos cardiovasculares
(KIM-SHAPIRO; GLADWIN, 2018). Fica evidente que os doadores de NO possuem

efeitos pleiotropicos que podem auxiliar na melhoria dos sintomas oriundos da AF.

4.2 Mecanismo de acao envolvido na liberacao de NO

Na segunda etapa do trabalho o objetivo foi avaliar as possiveis vias de liberagao
de NO envolvidos no mecanismo dos compostos. Para tal, os anéis de aorta isolados
receberam trés tipos de tratamentos prévios para a obtengdo da curva concentracao
respostas: L-NAME (inibidor ndo seletivo da NOS) visando a inibigdo da via da
liberacdo de NO (REES et al., 1990); ODQ (inibidor da GCs), visando inibir a

vasodilatacdo mediada pela via do NO e hidroxocobalamina, que age como

sequestradora de NO, inibindo toda cascata de reacdo de vasodilatacdo via NO
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(RAJANAYAGAM; LI; RAND, 1993) RAPOPORT; DRAZNIN; MURAD, 1983).
Sendo assim, a inibicdo de cada via, teve por objetivo estudar por qual via cada
composto parece agir para a promog¢ao da vasodilatacao.

Vale ressaltar, que infelizmente, ndo foi possivel avaliar o mecanismo de acdo do
composto 2¢ até o momento. Entretanto, considerando os dados obtidos nos resultados
do 2¢ no grupo E-, € possivel afirmar que o mecanismo seja independente do endotélio,
mas outros estudos serdo realizados para confirmar maior envolvimento de outras vias.

Tanto o composto 2¢ quanto o 3¢ sdo derivados do RV, tendo um nucleo
estrutural em comum, podendo ser chamados de derivados estilbénicos (derivados de
RV). Segundo CHEN e colaboradores (1996), o RV ¢ capaz de promover a
vasodilatagdo independente do endotélio. No estudo foi verificado, que o RV pode atuar
diretamente no musculo liso, promovendo a vasodilatagdo (CHEN; PACE-ASCIAK,
1996). Além disso, Xia e colaboradores (2017) discutem que o RV pode atuar também
pelo tecido adiposo perivascular (PVAT), uma camada de tecido adiposo localizada na
parede do musculo liso, tendo efeitos vasoprotetores onde hd uma alta expressdao de
eNOS (XIA; FORSTERMANN; LI, 2017).

O RV possui ainda caracteristicas antioxidantes, promove o aumento da
biodisponibilidade do NO e, por conseguinte, auxilia na prevencao do desacoplamento
da eNOS (XIA; FORSTERMANN; LI, 2017; XIA; LI, 2016). Outro aspecto importante
do RV, ¢ que ele demonstra ser capaz de diminuir fatores vasoconstritores, como a
endotelina-1 (ZOU et al., 2003), a qual se encontra em niveis elevados na AF (ATAGA
et al., 2016).

Estudos conduzidos por Rush e colaboradores (2007) demonstraram que o
tratamento oral com RV melhorou a resposta para ACh na reatividade vascular com
artéria aorta de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), tanto em doses baixas
(0,0448 mg/L), quanto em doses altas (4,48 mg/L), quando comparado ao controle. Os
autores também confirmam em seu estudo que o RV foi eficiente em diminuir as EROs
e H>O». Entretanto, eles ndo observaram aumento da expressdo de eNOS quando
comparado com o controle (RUSH et al., 2007). Esse estudo corrobora com os dados
publicados por Fabricio e colaboradores (2017) em que ¢ demonstrado por meio da
reatividade vascular que o RV foi eficiente em melhorar a fungdo endotelial e
normalizar a pressdo arterial de ratas ovariectomizadas tratadas oralmente com o RV

(FABRICIO et al., 2017).
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Ja em estudos conduzidos por Ugurel (2016) foi demonstrado que o RV ¢ capaz
de prevenir a DE induzida por LPS. No experimento, os animais receberam previamente
a inje¢do intraperitoneal de LPS, seguido do tratamento com o RV. Os autores
justificam o efeito protetor na DE, pelo fato de que RV induziu ao aumento da
expressio da eNOS (UGUREL et al., 2016). Apesar dos dados da literatura serem
poucos e conflitantes, parece coerente a hipotese de que o tratamento com RV apresente
papel protetivo nos modelos in vitro e in vivo estudados pelos efeitos ja descritos para
esse produto na literatura.

No presente estudo, foi avaliado o grau de vasodilatagao do RV afim de verificar
se parte da molécula estilbenica esta correlacionada com os efeitos vistos na curva
conctracdo-efeito do composto 3c. Os resultados acerca do RV demonstram que o
mesmo mostra-se capaz de promover a vasodilatacdo dependente e independente do
endotélio (Figura 17), apesar de perder um pouco da atividade, quando encontra-se na
auséncia do endotélio (E+: 94,29 + 1,38 (n=7) e E-: 81,65 = 2,0 (n=7)), como

demonstrado na Figura 18.
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Figura 17. Vasodilata¢do induzida pelo resveratrol (RV) na presenga (E+) e na auséncia do
endotélio (E-) do Resveratrol (RV), sendo E+: 94,29 + 1,38 (n=7), e E-: 81,65 = 2,0 (n=7), onde
*** significa p< 0,0001 diferenga entra E+ ¢ E-.
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Figura 18. A) Grafico Emax do Resveratrol (RV) na presenca (E+) e na auséncia (E-) do
endotélio, sendo E+: 94,29 + 1,38 (n=7) e E-: 81,65 £ 2,0 (n=7), onde *** significa p< 0,0001
diferenca entra E+ e E-. B) pD2 do RV de E+ ¢ E-.

Visto que os compostos 2¢ e 3¢ s@o derivados do RV, os resultados demonstram
que na auséncia do endotélio (E-), o composto 2¢ (E-: 109,50 + 6,19 (n=9)) manteve seu
perfil de dilatagdo (Figura 13), entretanto, o composto 3¢ (E-: 44,08 = 9,15 (n=60)),
demonstrou uma diminui¢do no seu potencial vasodilatador, mostrando ser mais
dependente do endotélio (Figura 14), como o RV.

Acerca do mecanismo de a¢do envolvido na vasodilatagdo dos compostos e do
RV, no presente estudo, o RV teve o seu efeito prejudicado na presenca do bloqueador
hidroxocobalamina, atingindo o seu Emix 56,89 + 1,25 (n=7), sendo diferente do grupo
controle (E+) 94,29 + 1,38 (n = 7). Ja a presenga de outros bloqueadores, como o ODQ
e o L-NAME, nao afetou a curva de relaxamento, sendo o Emax 89,95 £ 1,23 (n=7) ¢ L-
NAME: 86 £1 (n = 7), respectivamente (Figura 19). Demonstrando que apesar da
literatura ser conflitante, no presente estudo, percebe-se que o RV atua por mecanismo
independentes do endotélio, entretanto o mesmo apresenta uma similaridade a
mecanismos ligados ao NO, visto que tem o seu efeito prejudicado na presenga da
hidroxocobalamina. Ademais, mais estudos de via sdo necessarios para uma afirmagao

mais conclusiva.
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Figura 19. Vasodilata¢do na presenga do endotélio (E+) induzida pelo resveratrol (RV) na
presenga dos bloqueadores de via: ODQ: 89,95 + 1,23 (n=7); hidroxocobalamina: 56,89 + 1,25
(n=7); L-NAME: 86 £1. (n=7) e controle (E+): 94,29 = 1,38 (n=7). **** significa p<0,0001
entre hidroxocobalamina - controle.

Acerca do composto 3¢, derivado estilbénico, o0 mesmo mostra-se dependente do
endotélio, o que corrobora com os seus dados do Emax E- (44,08 £9,15% (n=6)). Na
presenga dos bloqueadores da via de NO, o efeito também foi significantemente
reduzido. Na Figura 20 ¢ possivel verificar a vasodilatagao na presenca do ODQ: 2,21
+ 4,15% (n=10); seguida pela hidroxocobalamina 4,88 + 2,56% (n=7)), L-NAME: 58,45
+ 1,70% (n=9) e por fim, o controle (70,44 + 2,67 (n=6)). Apesar do mesmo ser doador
de NO, ¢ possivel perceber que na presenca do L-NAME, h4d uma menor vasodilatagdo,
sendo assim, pode-se sugerir que o composto 3¢ demonstra necessitar do endotélio para

obter efeito mais pronunciado na vasodilatacao.
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Figura 20. Vasodilatagdo induzida pelo composto 3¢, na presenca do endotélio integro (E+),
incubado com: ODQ (2,21 = 4,15% (n=10)); hidroxocobalamina (4,88 = 2,56% (n=7)), L-
NAME (58,45 £ 1,70% (n=9)) e controle (70,44 + 2,67% (n=6)).

Em estudos anteriores, conduzidos por Bosquesi e colaboradores (2020), o
composto 3¢ induziu hemoglobina fetal em niveis mais elevados que 2¢, além de
efeitos analgésicos e anti-inflamatorios mais pronunciados (BOSQUESI et al., 2020).
Entretanto, o mesmo, ndo se mostra eficiente em promover a vasodilatacdo
independente do endotélio e, ¢ pouco efetivo em promover a vasodilatagdao na presenca
do endotélio integro, quando comparado ao 2¢ ¢ 4¢. E quando comparado ao RV, ¢
possivel que o 3¢ seja, de fato, menos propenso em promover a vasodilatacdo, pois o
mesmo apresenta como Emax 3¢ (E+): 70,69 + 14,48 % (n=6) e 3¢ (E-): 44,08 + 9,15 %
(n=6) e o RV (E+): 94,29 + 1,38 % (n=7); RV (E-): 81,65 + 2 % (n=7), apresentando
significancia (p<0,0001) entre ambos (Figura 21).
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Figura 21. Grafico comparativo do Emax para resveratrol (RV) e o composto 3¢ na presenca
(E+) e na auséncia (E-) do endotélio, sendo: RV (E+): 94,29 + 1,38 % (n=7); RV (E-): 81,65+ 2
% (n=7); 3¢ (E+): 70,69 £ 14,48 % (n=6) e 3c (E-): 44,08 = 9,15 % (n=6). *** significa
p<0,0001 entre 3c (E+) - RV (E+).

J& o composto 4¢ ndo demonstrou ter seu efeito vasodilatador afetado pela
retirado do endotélio ou pelo tratamento com os inibidores da via de NO, como ocorreu
com o composto 3¢. Na Figura 22, ¢ possivel ver os niveis de vasodilatacdo de acordo
com as diferentes condi¢cdes experimentais. Para os anéis incubados com ODQ os
valores encontrados foram 4,79 + 3,36% (n=10); para a hidroxocobalamina: 30,26 +
3,87% (n=9), L-NAME 109 + 3,31% (n=9) e controle 101,8 &+ 3,92% (n=9).

Os anéis incubados com L-NAME ndo apresentaram um deslocamento para a
esquerda, ou seja, ndo apresentam uma curva de vasodilatacdao antecipada em relagdo a
curva controle. Demonstrando assim, que o endotélio potencializa a vasodilatagdo, mas
a retirado do mesmo, ndo prejudica na resposta do 4c.

Nos anéis incubados com ODQ (inibidor da GCs) (4,79 + 3,36%(n=10)) e
hidroxocobalamina (sequestrador de NO) (30,26 + 3,87(n=9)), o relaxamento induzido
pelo 4c¢ na presenga do endotélio foi prejudicado. Houve uma redugdo do seu Emax em
relacdo ao controle (4¢ E+ 101,8 = 3,92% (n=9)) (Figura 22).

Segundo Homer (1999), o ODQ inibe a resposta de vasodilatacao ao inibir a GCs,
entretanto, ressalta que ¢ importante avaliar o grau de inibigao dessa resposta. Doadores
de NO, como a linsidomina, sdo efetivos em causar vasodilatagdo, mesmo na presenca
do ODQ, refletindo que esse efeito ndo depende da ativacdo tecidual. J4 outros
vasodilatadores, como o NPS, requerem a ativagdo tecidual para ter seu efeito

(HOMER; FIORE; WANSTALL, 1999).
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Acredita-se que os doadores de NO que requerem ativagado do tecido
provavelmente geram NO dentro da célula do musculo liso, enquanto aqueles que nao
requerem ativagdo tecidual geram NO fora do interior celular (HOMER; FIORE;
WANSTALL, 1999). Com base nesses estudos, podemos entender o comportamento do

composto 4¢, haja visto que se faz necessaria uma ativacao tecidual para que ocorra
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Figura 22. Vasodilatagdo induzida pelo composto 4¢, na presenca do endotélio integro (E+),
incubado com: ODQ (4,79 + 3,36% (n=10)); hidroxocobalamina (30,26 + 3,87% (n=9)), L-
NAME (109 + 3,31% (n=9)) e controle (101,8 & 3,92% (n=9)).

4.3 Avaliacio da prevencao da disfuncio induzida por Angiotensina I1

Sabe-se que na AF o quadro de vasculopatia esta presente e ¢ correlacionado com
a liberacdo de vasoconstritores como a Ang II e endotelina-1 (DOS SANTOS et al.,
2014; FORRESTER et al., 2018). O desequilibrio na produgdo dos fatores
vasoconstritores, especialmente da Ang Il favorece o desenvolvimento da DE devido a
uma série de eventos, que culminam na baixa biodisponibilidade de NO (FORRESTER
et al., 2018). Ademais, esse cenario favorece o estabelecimento das crises vaso-
oclusivas. Durante essas crises ha uma grande taxa de liberacdo de endotelina-1, um

potente vasoconstritor, sintetizado pelas células endoteliais, que quando encontrado em
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grandes concentragdes plasmaticas, causam danos as células endoteliais (ERGUL et al.,
2004; MORRIS, 2008).

Estudos demonstram que a interagdo da Ang II com os receptores AT1 nas células
endoteliais e no musculo liso vascular faz com que o AT1 ative a produgdo de bET-1,
precursor da endotelina -1. Quando esta ¢ liberada, interage com seus receptores
provendo vasoconstricdo e também induz hipertrofias vasculares e miocardicas, sendo
um fator de risco cardiovascular (SUDANO et al., 2006).

A Ang II também esta correlacionada com uma super estimula¢do do sistema
nervoso simpatico (SNS), além do mais, as EROs ¢ a endotelina-1 liberadas pela Ang II
também estimulam o SNS, aumentando sua resposta constritora na vasculatura,
desenvolvendo um aumento da atividade simpética, que por sua vez, esta associado com
o quadro de DE (MAJUMDER; WU, 2015).

Tendo em vista que a Ang II estd correlacionada com os baixos niveis de NO,
aumento das EROs e da liberacdo de endotelina-1 desenvolvendo assim a DE, na
terceira parte deste trabalho foi avaliado se os compostos seriam eficientes em prevenir
a DE induzida pela Ang II.

Estudos realizados por Sanchez e colaboradores (2007) demonstraram que a DE
pode ser induzida em anéis aorticos de ratos na presenga de Ang II. Sanchez realizou a
incubacdo dos anéis com Ang II (lpmol/L) durante seis horas, observando o
comprometimento da resposta vasodilatadora para ACh. Os pesquisadores obtiveram os
seguintes valores de Emax dos anéis na resposta para ACh (dependente do endotélio):
Ang II 60.0 £ 2.8%, enquanto o controle (DMSO) 84.4 + 2.9%. E como pD2, o grupo
Ang I1 6.83 + 0.12% e o controle 7.10 + 0.09% (SANCHEZ et al., 2007).

Com base nesse estudo, o presente trabalho fez a incubagao com Ang Il em anéis
aorticos, obtendo uma semelhanga com os resultados apresentados por Sanchez. Sendo
0 Emax do controle (recebeu apenas solugdo de Krebs) de 81.60 + 2.18% (n=7) e de Ang
II72.11 £ 1.31% (n=9). Quanto ao pD2 do controle foram encontrados valores de 6.73
+ 0.07% (n=7) e para Ang II valores de 6.46 £+ 0.04% (n=9). Visto que o objetivo era
prever se os compostos seriam efetivos em prevenir a DE pela Ang II, os anéis foram
previamente incubados com os compostos 2¢-4¢, antes de receber a Ang I1.

Os resultados obtidos demonstraram que o composto 2¢ atuou na prevencao da
DE (Figura 23). Ademais o composto 2¢ também foi capaz em promover um

deslocamento da curva concentragdo-efeito da ACh para a esquerda, o que significa que



56

além da prevencao, o composto também fez com que o anel adrtico respondesse melhor
a ACh, ocasionando uma vasodilatagdo prévia frente ao controle, que nao recebeu
nenhum composto (Figura 23).

Comparando o pD2 dos grupos 2¢ + Ang II, CT e Ang II, ¢ possivel observar uma
diferenga entre os grupos Controle (6,73 + 0,07% (n=7)), Ang II (6,46 £+ 0,04% (n=9) e
2¢ + Ang II (6,86 = 0,06% (n=10), p<0,0001 (Figura 24-B). Além disso, foi obtido um
Emax maior no grupo previamente tratado com o composto 2¢ (Emax: controle (81,60 +
2,15% (n=7)); Ang II (72,11 = 1,31% (n=9)) e 2¢ + Ang II (87,62 + 1,99 (n=10)),
apresentando diferencas (p<0,0001) (Figura 24-A).

v Controle
A Angll
S m 2c+Angll
o
£
©
X
C_U THAk*
¢ A
(14
\° i****
°" 21004
-125 T T T T T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

Log [ACh]

Figura 23. Curva concentragdo-efeito da ACh com anéis incubado com o composto 2¢. ***
significa p<0,0001 diferenga entre o 2¢ + Ang I - Ang II.
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Figura 24. A) Grafico Ewvi da curva concentracdo-efeito da ACh com anéis encubado com o
composto 2¢. Emax: controle (81,60 + 2,15% (n=7)); Ang II (72,11 + 1,31% (n=9)) € 2¢ + Ang II
(87,62 = 1,99% (n=10)). *** significa p<0,0001. B) Grafico pD2 da curva concentracio-efeito
da ACh com anéis encubado com o composto 2¢. pD2: controle (6,73 £ 0,07% (n=7)); Ang 11
(6,46 £ 0,04% (n=9)) e 2¢ + Ang II (6,86 £ 0,06% (n=10)). **** significa p<0,00001 entre 2C +
Ang II - Ang II ¢ Ang II - Controle. *** significa p<0,0001 entre 2C + Ang II ¢ Controle.

Em relagcdo ao composto 3¢, percebe-se que o mesmo nao foi eficiente em fazer a
prevencdao da DE e nem melhorar a resposta da curva concentragdo-efeito da ACh,
apresentando deslocamento da curva para a direta (Figura 25). Os valores de pD2
encontrados foram: Controle (6.73 £ 0.07% (n=7)); Ang II (6.46 = 0.04% (n=9)) e 3¢ +
Ang II (6.28 = 0.10%)), p<0,0001 (Figura 26-B). Os valores de Emax encontrados
foram: Controle (81.60 + 2.15%); Ang II (72.11 + 1.31%) e 3¢ + Ang II (62.54 + 2.89%
(n=6)) p<0,0001 (Figura 26-A). Acredita-se que esse efeito menor de prevencao tenha
sido pronunciado devido a baixa liberacdo de NO que o composto apresenta, ou até
mesmo uma dependéncia maior da presenca de fatores endoteliais, como a eNOS, visto
que na DE, apresenta-se com baixa biodisponilidade. Ademais, a Ang II ¢ responsavel
por liberar EROs, o qual reage com o NO, formando o ONOO" . Este efeito induz piora
no quadro de DE endotelial, reduzindo a resposta para a ACh (GRACE et al., 2012;
ZHOU; SCHULMAN; RAIJ, 2004).
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Figura 25. Curva concentrag¢do-efeito da ACh com anéis encubado com o composto 3¢. ****
significa p<0,0001 diferenca entre 3¢ + Ang II - Ang II.
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Figura 26. A) Grafico Emsx da curva concentragdo-efeito da ACh com anéis incubado com o
composto 3¢. Emax: controle (81,60 + 2,18% (n=7)); Ang II (72,11 £ 1,31% (n=9)) € 3¢ + Ang Il
(62,54 £ 2,89% (n=6)). **** significa p<0,0001. B) Grafico pD2 da curva concentragao-efeito
da ACh com anéis encubado com o composto 3c. pD2: controle (6,73 £ 0,07% (n=7)); Ang 11
(6,46 £ 0,04% (n=9)) e 3¢ + Ang II (6,28 £ 0,10% (n=6)). *** significa p<0,00001 para controle
-3C + Ang II e *** significa p<0,0001 para 3C +Ang II - Ang II.

Em relacdo ao composto 4¢ observa-se o mesmo perfil de prote¢do que o 2¢, o
pD2 em relacdo aos grupos, mostra que o 4¢ também foi efetivo em prevenir e DE e
deslocar para a esquerda a curva concentragcdo-resposta para a ACh (Figura 27). Os
valores de pD2 foram: controle (6,73 = 0,07% (n=7)); Ang II (6,46 = 0,04% (n=9)) e 4¢
+ Ang II (7,15 = 0,04% (n=7)) p<0,0001 (Figura 28-B). Para o composto 4¢ os valores
de Emax encontrados foram: controle (81,60 + 2,15% (n=7)); Ang II (72,11 + 1,31%
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(n=9)) e 4c + Ang I1 (91,17 + 1,45% (n=7)) p<0,0001 (Figura 28-A). Ademais, o 4c¢ foi
mais efetivo que o 2¢ em agir na preven¢ao, visto que seu pD2 ¢ maior (4¢ + Ang Il

(7,15 + 0,04% (n=7)) e 2¢ + Ang II (6,86 = 0,06%; n=10)).
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Figura 27: Curva concentragdo-efeito da ACh com anéis encubado com o composto 4¢. ****
significa p<0,00001 entre 4¢ + Ang I - Ang II; Ang II - Controle ¢ 4¢ + Ang II - Controle.
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Figura 28. Grafico Emax da curva concentragdo-efeito da ACh com anéis encubado com o
composto 4¢. Emax: controle (81,60 + 2,18% (n=7)); Ang II (72,11 + 1,31% (n=9)) ¢ 4¢ + Ang I
(91,17 £ 1,45% (n=7)). *** significa p<0,00001 entre 4¢ + Ang II - Ang II; Ang II - Controle e
4c + Ang II - Controle. B) Grafico pD2 da curva concentragdo-efeito da ACh com anéis
encubado com o composto 4c. pD2: controle (6,73 + 0,07% (n=7)); Ang II (6,46 + 0,04% (n=9))
e dc+ Ang 11 (7,15 + 0,04% (n=7)).

Haja visto que no paciente com AF ha elevados niveis de Ang II pelo baixa
biodisponibilidade de NO (DOS SANTOS et al., 2014), Ichiki e colaboradores (1998)
demonstraram que o tratamento com S-nitroso acetil DL-penicilamina (SNAP) um
doador de NO, foi eficiente em fazer uma supressao génica dos receptores do tipo ATI1,

sendo que ao atingir 300 uM de SNAP, por meio de Northern Blot ndo houve a
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expressao do RNAm do ATI. Ademais, ao comparar com o grupo que recebeu apenas
um analogo da GCs (8-bromo ¢cGMP), ndo houve a diminui¢ao da expressdo do RNAm
do ATI1, demonstrando assim que essa regulacdo ocorre diretamente através NO
(ICHIKI et al., 1998).

Dao e colaboradores (2006) também demonstraram em seu estudo que a
exposicao de células endoteliais a diferentes doadores de NO aumentaram a expressao
génica do receptor de Ang II tipo 2 (AT2), que tem efeitos opostos ao AT1. Diferente
do ATI, essa regulagdo ocorre pela GCs. Ademais, o NO demonstrou também inibir a
ECA (DAO et al., 2016). Sendo assim, sabe-se entdo que os doadores de NO sao
efetivos em diminuir a expressao e a agao da Ang II, além de promoverem uma resposta

melhor para a ACh, como visto nos resultados apresentados.

4.4. DAF-2DA (4,5-diaminofluoresceina)

Apesar do composto 2¢ ter apresentado resultados tao satisfatorios quanto o 4c,
infelizmente nao foi possivel prosseguir os experimentos com o 2¢. Logo, como o
composto 4¢ foi eficiente em promover a vasodilatacdo na presenca e na auséncia do
endotélio e também demonstrou ser capaz de promover a protecdo endotelial,
ocasionando na prevencdo da DE, apresentando uma resultados consideraveis e
satisfatorios, a experimentacao foi continuada nas células.

O DAF-2DA ¢ um método que consistem em analisar de forma indireta a
presenga de NO e a lucigenina, que serd abordada mais a frente realiza a quantificacao
de O2. Ambos experimentos foram feitos com a mesma concentragdo utilizado nos
resultados do item 4.3. O objetivo desta metodologia, foi demonstrar que na
concentragio escolhida do composto 4¢ (1x10°M) para realizar a prote¢do endotelial,
por ser uma concentracdo baixa, ndo ha liberagdo de NO, porque nesta concentracao
também ndo dilatacdo, segundo a sua curva contragao-efeito.

Esta concentragao foi escolhida, porque especulou-se que 4c¢ seja eficiente em

fazer a protecao endotelial através da diminuigdo do Oy,
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Figura 29. Grafico DAF- 2DA demonstrando que ndo houve liberagdo de oxido nitrico (NO) na
concentragdo utilizada do composto 4¢ (1x10°M). Sendo Célula (93,60 = 11,08% (n=3)); Ang
I1 (90,64 + 4,81% (n=3)); 4¢c + Ang I1 (114 + 0,6% (n=2)); 4¢ (97,47 £ 10,55% (n=3)).

Estudos conduzidos por Buzinari e colaboradores (2017) demonstraram que o
tratamento feito em anéis aorta de ratos dois rins um clipe (2R-1C) com NPS melhorou
o relaxamento induzido pela curva concentragao-efeito para ACh em doses em que nao
ha liberagao de NO. Além do mais, foi previsto que o NPS foi eficiente em diminuir o
O (BUZINARI et al., 2017). Assim, acreditou-se que o composto 4¢ tivesse esse
mesmo papel protetivo em diminuir os niveis das EROs, o que promoveria protecao aos
Vasos.

Esses dados também corroboram com experimentos conduzidos por Oishi e
colaboradores, no qual também relatam uma melhora da fun¢do endotelial ao fazer um
tratamento posterior com um doador de NO em artérias aortas de ratos 2R-1C pela
diminui¢dao de EROs, como o O (OISHI et al., 2015).

Ambos estudos, correlacionam seus resultados publicados por Najamura (1999)
em que descreve que a SOD produziu vasodilatacdo na curva concentragao-efeito em
anéis aorticos de ratos com endotélio intacto (NAKAMURA et al., 1999)

Visto que os ratos 2R-1C também possuem um estimulo cronico do SRA, assim
como na AF, acredita-se que o composto 4¢ possa ser uma interessante op¢ao para o

tratamento da AF.

4.5. Quantificacdo da producio de anion superéxido
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Como discutido anteriormente, AF ¢ uma comorbidade que apresenta elevados
niveis de Ang II (DOS SANTOS et al., 2014) e consequentemente aumento de O>". Essa
elevacdo de EROs ocorre por meio da ativacdo do complexo NADPH oxidase. A Ang II
ao se ligar no AT1 promove ativacdo da proteina G, ativando a subunidade gp91Phox,
que é regulada pela subunidade p47°"*, que ao sofrer fosforilagio ¢ responsavel por
ativar principalmente as subunidades Nox-1 do complexo NADPH oxidase, que afetam
as atividades cataliticas e regulatorias, ocasionando na liberacao de Oz".

O O reage com o NO, formando o ONOO", que causa inflamagdo nos vasos,
induzindo a liberagdo de citocinas pré inflamatérias e moléculas de adesdo leucocitéria
induzindo a lesdao endotelial (FORRESTER et al., 2018; MAJUMDER; WU, 2015)

As EROs também sdo potentes mensageiros secundarios que medeiam a
sinalizacdo em vias que causam hipertensdo e inflamacdo dos vasos e podem levar a
modificagdes de grupamentos heme e centros de enxofre de ferro nas proteinas,
interferindo em sua fungdo. Consequentemente, as interacdes entre a sinalizacao Ang 11
e EROs levam a mudangas nas caracteristicas estruturais e funcionais da vasculatura e
sdo fundamentais na patologia vascular (MEHT; GRIENDLING, 2007).

Silva e colaboradores em estudos prévios sobre o composto 4¢ ja haviam
observado que o mesmo, foi capaz de diminuir a expressio da gp91°"°* responsavel por
aumentar o complexo NADPH oxidase (SILVA et al, 2016). Frente a isso, foi
verificado através do experimento da lucigenina se o composto 4¢ diminuiria o O2” em
concentracoes baixa, onde nao ha liberacao de NO.

Esta etapa de experimentagdo, foi baseada na concentragdo utilizada na prevengao
da DE e no DAF-2DA, ou seja, ndo havendo a liberagdo de NO (Figura 29).

Os resultados obtidos corroboram com os dados prévios apresentados por Silva
(SILVA et al., 2016). E possivel ver na Figura 30 que o composto 4¢ foi eficiente em
diminuir o Oz". Quando se compara os grupos, ¢ possivel verificar que o grupo controle
(célula 100 + 0% (n=3)) teve uma estimulacdo basal. Em contrapartida, o grupo que
recebeu o apenas 4¢ apresentou leve estimulagdo com valores de 127 + 6,94% (n=3).
Entretanto, o grupo que recebeu apenas Ang II (162 £12,79% (n=3) teve um aumento
expressivo, apresentando p<0,0001 em relagdo ao controle.

Ademais, quando se compara com o tratamento feito com o composto 4¢, nota-se
que o grupo 4¢ + Ang II 134,67 + 6,49% (n=3) teve uma diminui¢ao da presenca do O,
apresentando pp<0,01 em relag¢do ao grupo Ang II (162 £12,79% (n=3).
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Ja para o Tiron, um potente oxidante usado como controle, foram obtidos valores
de 114 + 6,92% (n=3), apresentando diferenca para a Ang Il e para o 4¢ + Ang II

(p<0,0001). Sendo assim, o composto 4¢ ¢ eficiente em promover a diminui¢ao do O>".
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Figura 30: Grafico representacdo de absorvancia da lucigenina sonda que reage com anion
superoxido (Oy). Célula (100 + 0% (n=3)); Ang II (162 +12,79% (n=3)); Tiron (114 + 6,92%
(n=3)); 4¢c + Ang 1II (134,67 £ 6,49% (n=3)) e 4¢ (127 £ 6,94% (n=3)). *** p<0,001 celula vs
Ang II; Tiron + Ang II vs Ang Il e ** p<0,001 Ang II e Tiron + Ang II vs 4¢ + Ang II.

4.6. Avaliacao da citotoxidade em células HUVEC

Silva e colaboradores (2016) também demonstraram em seus estudos prévios
sobre os compostos, que os mesmos ndo apresentam citotoxicidade (SILVA et al.,
2016). Frente a isso, o presente estudo avaliou a citotoxicidade induzida pelo composto
4c¢ em células HUVEC.

Em nosso estudo, o composto 4¢ também ndo apresentou citoxicidade contra
c¢lulas HUVECs, com valores de viabilidade celular de 98 + 2,97% (n=3) (Figura 31).
O composto apresentou diferengas entre o grupo controle (98 + 2,82%) e o grupo de
morte celular induzida por Triton, cujos valores de viabilidade encontrados foram 12,94

+3,27% (n=3), p<0,00001
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Figura 31. Grafico de viabilidade celular expressa atraves da absorvancia do MTT em células
HUVECs, sendo Célula (98 + 2,82% (n=3)); 4¢ (98+£2,97% (n=3)) e Triton (12,94 + 3,27%
(n=3)). ¥*** significa p<0,00001 diferenca entra Triton - Célula e 4¢

5 Conclusao

A interveng¢ao visando reduzir a DE na AF parece ser uma abordagem importante,
uma vez que o processo fisiopatologico da doengca com redugdo dos niveis de NO
favorece a progressao do quadro de DE.

Em estudos anteriores foram identificados que os compostos 2¢-4¢ apresentaram
efeitos benéficos para diminuir quadros inflamatérios que estdo presentes na AF, bem
como aumentar producdo de hemoglobina fetal. No presente trabalho foi possivel
caracterizar que todos os compostos foram promoveram a vasodilatagdo na presenga do
endotélio, sendo o 2¢ e 0 4¢ os mais eficientes. Na auséncia do endotélio, apenas o
composto 3¢ apresentou menor efeito. Sobre a atuagdo nas vias, pode se afirmar que o
composto 4¢ ¢ um doador de NO, enquanto o 3¢ parece ser mais dependente de
mecanismos em que ha participacdo do endotélio. Visto que na AF também ha um
aumento dos niveis de Ang II, pode-se concluir que os compostos 2¢ ¢ 4¢ foram
efetivos em prevenir a DE induzida pela Ang II e melhorar a resposta endotelial para a
ACh, enquanto o composto 3¢ ndo foi efetivo em realizar essa protecao.

Além disso, o composto 4¢ apresenta-se efetivo em diminuir os niveis de Oz
quando avaliado em baixas concentracdes e 0 mesmo nao induz toxicidade celular nas
concentracgodes testadas. Sendo assim, os compostos (2c-4¢), sdo potentes candidatos a

farmacos para a AF com propriedades uteis na prevencao da DE.
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CPF: 22072765897 Finalidade: Pesquisa

Titulo da

proposta Avaliacdo de compostos doadores de 6xido nitrico na reatividade vascular

(Portugués):

Titulo da

proposta Evaluation of nitric oxide donor compounds in vascular reactivity

(inglés):

Responsavel: Gerson Jhonatan Rodrigues

Celular: 16-997030207 e-mail: gerson@ufscar.br
CV. Lattes: http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4739910E5

Area: Ciéncias Fisioldgicas Campus: Séo Carlos
Experiéncia: Sim : 4 ano(s) Treinamento: Sim : 3 mes(es)
Vinculo: Aluno de Pés-Graduagao

Obj. Académico: Mestrado Patente: N&o

Grande érea: Fisiologia especifica: Fisiologia cardiovascular
Patrocinio: Governamental Patrocinador: capes

Chefe de Depto: Prof. Dr. Wladimir Rafael Beck e-mail: beckwr@ufscar.br

Pesquisador 1:

E-mail: barbaraterroni@hotmail.com Telefone: 16992724371
Nome: Barbara Terroni

Instituigdo: Universidade Federal de S&o Carlos Nivel: Graduado
Vinculo: Aluno de Pés-Graduagao

Experiéncia: Sim: 3 (ano) Treinamento: Sim: 60 (hora)
Cv. Lattes: http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4835266H6&tokenCaptchar=03A0LTBLT1rDgmqFQa8zcmSs7d4bLfzMv7FVnODDPvy1L4TTqqGhR5zZI6LwiAXDBY

Setor: Ciencias Fisiologicas Funcéo: Executante
Obs:

FORMULARIO 2/4

Instituicdo participante: 1: Universidade Federal de Sao Carlos

Resumo: Introducdo: A disfuncao endotelial (DE) é caracterizada pela desregulacdo dos fatores vasodilatadores e constritores do
endotélio, apresentando principalmente uma baixa biodisponibilidade do oxido nitrico (NO), uma molécula com potencial vasodilatador.
Afim de propor novos compostos para melhorar e/ou reverter o quadro, no presente estudo serd utilizado trés compostos doadores de
NO, sendo dois derivados do resveratrol e furoxano (2c e 3c) e um de uma hibridizacdo entre a talidomida e a hidroxiuréia (4c). Método:
O projeto sera realizado em trés partes no aparelho de reatividade vascular com anéis de artéria aorta de ratos wistar macho,
normotensos (NT) com (E+) e sem (E-) endotélio. A 12 parte sera a verificacdo do grau de relaxamento que cada composto é capaz de
produzir: Em artéria aorta de NT E+ E- endotélio, serd feita curvas de concentracdo X efeito dos compostos 2c-4c afim de avaliar o grau
de relaxamento que sdo capazes de produzir apds a contracdo com fenilefrina (PE). 22 parte avaliar a via: Em NT E+ e E- serd feito o
bloqueio de vias de liberagao de NO (inibicao da guanilato ciclase (GCs); sequestradores de NO e inibidor da NOsintase) afim de prever a
via de mecanismo dos compostos 2c-4c. 32 parte verificar se hd melhora endotelial: Em artéria aorta de animais NT E+ serd feita
contracdo com Pe, em seguida curvas concentracao efeito cumulativas para acetilcolina (Ach). Apés ser realizada a curva concentracao
efeito sera feita a incubacao das artérias com os compostos 2c-4c¢. Passado o tempo de incubacao, as artérias serao contraidas com Pe e
sera realizada novamente uma curva concentracdo efeito para a Ach, afim de prever se os compostos testados foram eficientes em
reverter e/ou melhorar a DE. Resultados esperados: Melhorar e/ou reverter o quadro com os compostos de escolha.

Objetivos: Caracterizar o potencial de compostos, doadores de oxido nitrico, na protecdo contra disfuncao endotelial em modelos usando
ratos normotensos. Além disso, pretende-se estudar as possiveis vias de atuacao dos compostos usando o ensaio de reatividade
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vascular.

Justificativa e relevancia: A disfuncao endotelial € um morbidade que advém de uma imensa gama de comorbidade, trazendo muitos
maleficios a saude. Os compostos estudados sdo potenciais doadores de oxido nitrico (NO), molécula que esta envolvida diretamente em
varios estados patoldgicos do endotélio. Por isso, trata-se farmacologicamente de um importante alvo, que pode vir conduzir ao
desenvolvimento de drogas no controle e tratamento da disfuncdo endotelial. Do ponto de vista terapéutico pretende-se avaliar o
potencial em prevenir e/ou reverter a disfuncdo endotelial.

Delinenamento experimental: O projeto sera divido em 3 partes:

Primeira Parte: reatividade vascular, os grupos serao divididos em: Normotensos com endotélio (E+) e sem endotélio (E-), sendo assim, a
integridade endotelial serd avaliada pelo grau de relaxamento induzido por 1 ?mol/L de acetilcolina (Ach) apés contracdo do anel adrtico
pela fenilefrina (Pe) (0,1 ?mol/L), considerando os anéis com integridade endotelial aqueles que tiverem o relaxamento via acetilcolina
inferior a 80% nas aortas. Os grupos E- terdo seu endotélio removido mecanicamente rolando suavemente o Iimen do vaso em um fio
fino.

Segunda parte: Experimento 2: Via de liberacao do NO

Investigar o mecanismo de acado do efeito vasodilatador, bem como verificar se o NO participa desta resposta. Sera feita a encubacao
por 30 minutos em anéis aorta de NT com E+ e E-com os seguintes inibidores de vias:

-Inibidor de Guanilato Ciclase (GCs): ODQ (1H)-(1,2,4) oxidiazol(4,3-a)quinoxalin-1-ona) 1 uM;

-Sequestradores de NO: hidroxicobalamina (vitamina B12) 10-4M e L-Arginina (dcido 2-amino-5-guanidino-pentanoico) 10-4M.

- Inibidor da NOS: L-NAME (NG-mono-metil-L-arginina ester) 10-4M

Apos a encubagao com os compostos inibidores, sera feita a contracdo do anel com Pe e posteriormente, serdo realizadas curvas de
relaxamento com os compostos, a fim de prever qual a via envolvida no relaxamento.

Terceira Parte: Avaliacao da melhora do quadro da disfuncao endotelial

Para a realizacdo destes experimentos, as artérias serdo isoladas do normotensos velhos e montadas em midgrafo para vasos de
resisténcia (Danish Myo Tech, modelo 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca).

Protocolos:

Em anéis de artérias com o E+ e E- de NT pré-contraidas com Pe, serdo realizadas curvas concentracao efeito cumulativas para Ach
(0,01uM a 10uM). Apds ser realizada a curva concentracdo efeito serd feita a incubacao das artérias com os compostos 2c-4c e com RV
(controle) durante 60 minutos. Passado o tempo de incubacao, as artérias serao contraidas com Pe e serd realizada novamente uma
curva concentracao efeito para a Ach (0,01uM a 10uM).

Proposito: Comparar a curva de relaxamento dependente do endotélio antes e apds incubacdo com os compostos, para avaliarmos se
ocorre melhoria na funcdo endotelial.

Camundongos
heterogénicos

Linhagem: WISTAR Instalagao: Caixa Tipo de cama: MARAVALHA N por drea: 4/CAIXA N: 50
Animais eutanasiados e/ou abatidos: 50 (100,00%)

Origem: Biotério Central da UFSCar

Dimensoes da instalacao: 30X70 (altura x largura x profundidade, volume, etc...)

Informagdes da procedéncia: Bioterio Central da UFScar

Manutencao: Biotério do laboratério de neuroendocrinologia , UFSCar- DCF

Condicdes de alojamento:

lluminacao: 12 horas claro/ 12 horas escuro
Alimentacgao: racao industrial

Fonte de agua: agua filtrada

Exaustao do ar: exaustao

Espécie: Sexo: Machos Peso: 180a200g idade: 120 a 200 dias

Local do experimento: Os experimentos serao realizados no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular, localizado no Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas (DCF) da UFSCar.
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Procedimentos: Os animais ficardo alojados em caixas durante todo o periodo experimental. Sera realizado a eutanasia por decapitacao,
logo em seguida, as aortas deverao ser isoladas, dissecadas e cortadas em segmentos de aproximadamente 3,0mm de comprimento.
Durante todo o experimento de reatividade vascular, os anéis deverao ser mantidos em solucdo para 6rgao isolado

contendo 5 mL de solucgao fisioldégica de Krebs (com a seguinte composicdo em mmol/L: NaCl 130,0; KCI 4,7; KH2P0O4 1,2; CaCl2 1,6;
MgS04 1,2; NaHCO3 14,9; glicose 5,5) em pH 7,4, sob gaseificacdo com mistura de carbogénio (95% 02 e 5% C02), a 37°C.

Para estabilizacao, as preparacées permaneceram em repouso por 60 minutos sob tensao basal de 1,59 (predeterminada pela curva de
tensdo com KCL). Os segmentos de aorta serdo posicionados no transdutor de forca do midgrafo Mulvany (Danish Myo Tech, modelo
610M, JPTradingl/S, Aarhus, Dinamarca) conectado em um programa de aquisicdo de dados (LabChart / 8SP, ADinstruments, Australia).
Com oobjetivo de averiguar a integridade do endotélio, os segmentos de aorta devem ser estimulados com fenilefrina (0,1mol/l),
aguardando a estabilizacdo da contracdo e ap6s a aplicacdo de acetilcolina (0,1mol/l). Serd considerado endotélio integro quando a
adicao de acetilcolina promover um relaxamento endotelial de 80% da contracdo provocada pela fenilefrina. Em seguida a cuba deverd
ser lavada com solucao de Krebs de quatro a cinco

vezes, para remover toda a fenilefrina e acetilcolina aplicada anteriormente. Apds a lavagem da cuba, os anéis serao incubados por
30minutos com 0s compostos.

Os dados serao coletados e posteriormente analisados com o programa Prism Graphpad© (GraphPad Software, Inc).

Justificativa do uso dos procedimentos e da espécie: Foi escolhida esta espécie pois, 0s processos fisioldgicos relacionados a disfuncdo
endotelial neste animal sao muito semelhantes aos processos em humanos. Outros motivos importantes sao a compatibilidade dos

aparelhos existentes no laboratério

Destinacao: Como haverd a eutanasia dos animais, os tecidos ndo utilizados durante a pesquisa serdo descartados pela empresa Vega
Engenharia Ambiental

Envolve organismos genéticamente modificados? N&o.
Envolve manipulacao de agentes radioativos? Nao.

Cronograma do estudo, inicio previsto para: 03/2020 com término previsto para: 10/2020

FORMULARIO 3/4

Invasividade: Gl 1 - Experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse.
Estresse intencional? Nenhum estresse provocado

Dor intencional? Nado, ndo havera dor intencional causada nos animais.

Havera procedimento cirirgico? Nao havera procedimento cirtrgico.
Exposicao/inoculacao de substancias ou organismos que nao farmacos? Nao.

Seré utilizado alguma outra droga, substancia, extrato, vitamina ou suplemento? NAO, ndo utilizo outras drogas, substancias, extratos ou
vitaminas.

H& extracao de material bioldgico? Sim.

Material extraido: artéria aorta

Frequéncia de extracdo do material: 1

Quantidade do material: 1

Metodo de extracdo: Apds eutandsia, sera extraido por dissecacao
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0 material sera utilizado em outro projeto? nao

Os animais serdo eutanasiados? Sim.
Substancia utilizada 1:

Via de administracao:

Dose administrada:

Substancia utilizada 2:

Via de administracao:

Dose administrada:

Substancia utilizada 3:

Via de administracao:

Dose administrada:

Método de eutandsia: Decaptacao

Método restrito:

Método de descarte: Incineracao (VEGA)

FORMULARIO 4/4

Documentos anexados ao sistema

Titulo do documento: Termo de Compromisso
Nome do arquivo: Apresentacaol.pdf

Titulo do documento: Projeto de Pesquisa
Nome do arquivo: projeto ceua.pdf

Titulo do documento: FormConcea 05.12.2019
Nome do arquivo: FormConcea_05.12.2019.pdf

Titulo do documento: FormConcea 16.01.2020
Nome do arquivo: FormConcea 16.01.2020.pdf
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