| [~
e~
[1[2

PosNAFPF

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DA VITORIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO,
ATIVIDADE FiSICA E PLASTICIDADE FENOTIPICA

v v

/1

T
&

DISSERTACAO DE MESTRADO

Sidiane Barros da Silva

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DE NOVOS COMPOSTOS
CONTENDO O ANEL DE PIRIMIDINONA SOBRE OS RECEPTORES ai-
ADRENERGICOS

Vitéria de Santo Antao
2022



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DA VITORIA 3
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO,

VIRTUS IMPAVIDA

vy oy ATIVIDADE FiSICA E PLASTICIDADE FENOTIPICA

Sidiane Barros da Silva

Avaliacéo da atividade antagonista de novos compostos contendo o anel
de pirimidinona sobre os receptores ai-adrenérgicos

Dissertacdo apresentadaao Programa de
P6s-Graduacao em Nutricdo, Atividade Fisica e
Plasticidade Fenotipica da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito parcial
a obtencao do titulo de mestre.

Orientadora: Alice Valenca Araujo

Vitoéria de Santo Antao
2022



Catalogacao na Fonte
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFPE. Biblioteca Setorial do CAV.
Bibliotecaria Ana Ligia F. dos Santos, CRB-4/2005

S586a Silva, Sidiane Barros da.
Avaliacao da atividade antagonista de novos compostos contendo o
anel de pirimidinona sobre os receptores afl-adrenérgicos/ Sidiane
Barros da Silva - Vitoria de Santo Antao, 2022.
51 f.;il.

Orientadora: Alice Valenca Araujo.

Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade
Fenotipica) - Universidade Federal de Pernambuco, CAV, Programa de
Po6s-Graduacdo em Nutricao, Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica,
2022.

Inclui referéncias e anexo.

1. Hipertensao. 2. Hiperplasia Prostatica. 3. Pirimidinonas. I. AraGjo,
Alice Valenca (Orientadora). Il. Titulo.

615.3 CDD (23. ed.) BIBCAV/UFPE - 0010/2022




SIDIANE BARROS DA SILVA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DE NOVOS COMPOSTOS CONTENDO O
ANEL DE PIRIMIDINONA SOBRE OS RECEPTORES A1-ADRENERGICOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Nutricdo, Atividade Fisica e
Plasticidade Fenotipica do Centro Académico de
Vitéria da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre.

Area de concentracdo: Bases Experimentais e
Clinicas da Plasticidade Fenotipica

Aprovada em: 18/02/2022

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Alice Valenca Aradjo
Universidade Federal de Pernambuco

BANCA EXAMINADORA:

Prof.2 Dr.2 Alice Valenca Araujo
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Eduardo Carvalho Lira
Universidade Federal de Pernambuco

Participacdo por Videoconferéncia
Prof. Dr. René Duarte Martins
Universidade Federal de Pernambuco




Dedico este trabalho ao meu querido esposo, Lucas Chalegre da Silva, por todo
cuidado, carinho, paciéncia e parceria e a minha querida mae, Joseane Vila Nova de

Barros, por todo amor e dedicacdo da sua vida para com a minha.



AGRADECIMENTOS

Muitas vezes o caminho parece estar muito dificil, mas quando contamos com
pessoas que estdo dispostas a nos ajudar ele se torna menos arduo. Para concluir
essa importante etapa na minha vida contei com a ajuda de muitas pessoas, uma
delas é a minha orientadora Dra. Alice Valenca que durante 3 anos de iniciacao
cientifica e agora 2 anos de mestrado me orientou com muita paciéncia, dedicacéo e
responsabilidade, aspectos que levarei para a toda minha vida.

Gostaria de agradecer aqueles que contribuiram diretamente para este projeto. A
Prof2 Dra. Janaina Versiani dos Anjos e ao seu aluno de doutorado, Sidney Gustavo,
do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, que nos forneceu os
compostos. Também gostaria de expressar minha gratiddo a Prof2 Dra. Rita Tostes e
a Prof2 Dra. Simone Potje e ao seu aluno de mestrado Daniel Rodrigues pela parceria
no ensaio de citotoxicidade, ambos do Departamento de Farmacologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP). Também externo a minha gratiddo a minha
parceira de experimentos Silvia Maria que durante esses Ultimos 5 anos sempre
esteve comigo me acompanhando nos experimentos e também a Ruth Albuquerque,
aluna de iniciacdo cientifica, que sempre esteve pronta a nos ajudar. Também
agradeco aos coordenadores do PPGNAFPF que mesmo enfrentando esse periodo
dificil de pandemia eles tiveram a preocupacao de tornar esse momento menos dificil.

Além disso, ndo poderia deixar de expressar a minha gratidao a toda minha familia,
em especial ao meu querido esposo que sempre me incentivou e me apoiou em toda
essa jornada. Também agradeco a minha maravilhosa méae por todo o investimento
estudantil, se cheguei onde estou foi por meio dela. Gratiddo as minhas lindas irmas,
Talita, Rute e Raquel, aos meus queridos cunhados e ao meu lindo sobrinho, minha
alegria.

N&o poderia esquecer de agradecer aquele que foi 0 mais importante em toda
minha trajetéria e que sempre se mostrou fiel a cumprir Suas promessas em meu
viver, ao meu bom e eterno Deus. “Porque Dele e por Ele, e para ele, sdo todas as

coisas; gléria, pois, a Ele eternamente. Amém. Rm 11:36".



RESUMO

Os receptores ai-adrenérgicos estédo distribuidos amplamente pelo organismo. Os
antagonistas destes receptores sdo utilizados para tratar condicdbes como a
hipertensdo arterial sistémica, hiperplasia benigna de prostata e urolitiase. Embora
esta classe de farmacos seja bastante toleravel, as drogas apresentam pouca
seletividade, outras possuem um tempo curto de meia-vida e algumas induzem
apoptose em determinados tecidos. Assim, é relevante a busca por novos
antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos. Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar a acdo de novos compostos contendo o anel de pirimidinona sobre
os receptores ai-adrenérgicos e verificar seus possiveis efeitos citotoxicos. Para
avaliar a citotoxicidade dos compostos, foi realizado o ensaio MTT nas linhagens
celulares HUVEC e A7r5. Para avaliar o efeito dos compostos sobre a reatividade
vascular, os anéis de artéria aorta sem endotélio de ratos foram montados no banho
de 6rgdos. Em seguida, foram construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas
para a fenilefrina na presenca e auséncia dos compostos STICL, STICL-Prop,
STICL-Acet, STICL-Et e SATICL ou da prazosina, (100 umol/L) um antagonista a:-
adrenérgico utilizado como controle positivo. A partir das curvas concentracao-efeito
obtidas, foram calculados o Efeito Maximo e o pECso. A fim de caracterizar um dos
compostos, foram utilizados os ductos deferentes de ratos, que foram montados no
banho de 6rgédos e submetidos a alguns estimulos com noradrenalina, na presenca
ou auséncia de concentracdes crescentes de STICL-Et ou prazosina, para posterior
célculo da pICso. Na avaliacdo da citotoxicidade na linhagem celular HUVEC, a
viabilidade variou entre 86,8 - 100%, enquanto que em células A7r5 variou entre 72,6
- 111,9%, o que demonstra que todos 0s compostos podem ser considerados nao
citotoxicos nas condicdes avaliadas. O maior percentual de viabilidade celular nas
células A7r5 foi com a exposicdo do STICL-Et (111,9%). Apds avaliacdo dos
compostos em artéria aorta, na concentracdo de 100 umol/L, apenas o composto
STICL-Et foi capaz de reduzir o Efeito Maximo da contracao induzida pela fenilefrina
(Controle: Emax=2,28 + 0,14 g e pECso= 7,60 + 0,21, n=8; Prazosina: Emax=0.10 +
0.10 g, n=2, p<0,05; STICL-Et: Emax=0.12 + 0.09* g, n=5, p<0,05). Em ducto
deferente, o STICL-Et (plCso= 4,6+ 0,12) apresentou uma menor poténcia que a
prazosina (plCso= 8,2+ 0,18) e foi capaz de abolir a acdo da noradrenalina na
concentracdo de 300 umol/L. Diante disso, 0s hovos compostos com o anel de
pirimidinona ndo apresentaram citotoxicidade nas condi¢bes avaliadas e pode-se
sugerir que o composto STICL-Et pode ser um antagonista dos receptores ai—
adrenérgicos, uma vez que foi capaz de reduzir a contracao induzida pela fenilefrina
na aorta de rato e abolir a contracdo induzida pela noradrenalina no ducto deferente
de rato, embora com uma poténcia menor que a da prazosina. Assim, o STICL-Et é
bastante promissor, podendo tonar-se um candidato a farmaco.

Palavras-chave: antagonistas dos receptores ai—adrenérgicos; hipertenséo arterial
sistémica, hiperplasia benigna de préstata; pirimidinonas.



ABSTRACT

The ai-adrenergic receptors are widely distributed throughout the body and are used
to treat conditions such as systemic arterial hypertension, benign prostate
hyperplasia and urolithiasis. Although this class of drugs is quite tolerable, the drugs
have little selectivity, others present a short half-life and some induce apoptosis in
certain tissues. Thus, the search for new antagonists of ai-adrenergic receptors is
relevant. Therefore, we aimed to characterize the action of new compounds
containing the pyrimidinone ring on a1 adrenergic receptors and verify their possible
cytotoxic effects. To evaluate the cytotoxicity of the compounds, the MTT assay was
performed on HUVEC and A7r5 cell lineages. To assess the effect of the compounds
on vascular reactivity, endothelium-denuded aortic rings from rats were mounted in
the organ bath and cumulative concentration-effect curves for phenylephrine were
performed in the presence and absence of the new compounds STICL, STICL-Prop,
STICL-Acet, STICL-Et and SATICL or prazosin (100 pmol/L), an a:i-adrenergic
antagonist used as a positive control. From the concentration-effect curves obtained,
the Maximum Effect (ME) and pECso were calculated. In order to characterize one of
the compounds (STICI-ET), the vas deferens of rats were mounted in the organ bath
and subjected to some stimuli with noradrenaline, in the presence or absence of
increasing concentrations of STICL-Et or prazosin, for later calculation of the pICso.
In the evaluation of cytotoxicity in the HUVEC cell line, the viability ranged between
86.8 - 100%, while in A7r5 cells, between 72.6 - 111.9%, which demonstrates that alll
compounds can be considered non-cytotoxic under the conditions evaluated. The
highest viability percentage in A7r% cells was for STICL-Et (111.9%). In the aorta, at
a concentration of 100 ymol/L, only the STICL-Et compound was able to reduce the
Maximum Effect of phenylephrine-induced contraction (Control: ME=2.28 + 0.14 g
and pEC50=7 .60 £ 0.21, n=8; Prazosin: ME=0.10 = 0.10 g, n=2, p<0.05; STICL-Et:
ME=0.12 + 0.09* g, n=5, p<0, 05). In the vas deferens, STICL-Et (pICso= 4.6+ 0.12)
showed a lower potency than prazosin (pICso= 8.2+ 0.18) and was able to abolish the
action of noradrenaline at a concentration of 300 pmol/L. Therefore, the new
compounds with the pyrimidinone ring did not show cytotoxicity under the conditions
evaluated and it may be suggested that STICL-Et may be an antagonist of a1
adrenergic receptors, since it was able to reduce the contraction induced by
phenylephrine in aorta and the contraction induced by noradrenalin in vas deferens,
despite the lower potency than prazosin. Thus, STICL-Et is very promising and could
become a drug candidate.

Key-words: ai—adrenergic receptor antagonists; systemic arterial hypertension,
benign prostatic hyperplasia; pyrimidinones.
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1 INTRODUCAO

Os receptores adrenérgicos fazem parte da superfamilia dos receptores
acoplados a proteina G (GPCR), e estes incluem 3 subfamilias: a1, a2 e B-adrenérgicos
(AHLQUIST, 1948; LANGER, 1974; STARKE et al., 1974; LANDS et al., 1967). Os
receptores ai-adrenérgicos se subdividem em aia, ais, aip (MCGRATH, 1982). Estes
trés subtipos tém afinidade semelhante pela adrenalina e pela noradrenalina (HWA,
GRAHAM; PEREZ, 1995).

Os subtipos dos receptores ai-adrenérgicos estdo distribuidos amplamente
pelo corpo, principalmente, no sistema cardiovascular e no trato genitourinario
(TESTA et al., 1993; LACHNIT et al. 1997; MALLOY et al. 1998; SIGALA et al. 2004;
MARTI et al., 2005). No sistema cardiovascular, os subtipos dos receptores ai-
adrenérgicos participam da regulacdo da pressao arterial (PIASCIK, 1990, ROKOSH
e SIMPSOM, 2002; MARTINEZ-SALAS et al., 2011). Nos vasos sanguineos, quando
sdo ativados, ocorre uma cascata que culmina no aumento da concentracéo de célcio
citoplasmatico, o que leva a vasoconstricdo e, assim, ao aumento da pressao arterial
(HWA; GRAHAM; PEREZ, 1995). JA no musculo liso do trato genitourinario, o
aumento de calcio leva a uma contracao deste (CAINE et al., 1975; LEPOR et al.,
1988; GOSLING; CHILTON apud MALLOY et al., 1998). Portanto, para o tratamento
de condi¢Bes nas quais se deseja o relaxamento do musculo liso nestes sistemas, séo
utilizados os antagonistas dos receptores a:-adrenérgicos (BEACH; MAURO 2006;
STEARNS; SANDHU, 2015; BELAYNEH; KOROWNYK, 20186).

Os antagonistas ai-adrenérgicos foram indicados primeiramente como anti-
hipertensivos (HAYES et al., 1974; DE MEY; VANHOUTTE, 1981). Atualmente, além
desta indicagdo, esta classe é indicada como primeira linha para hiperplasia benigna
de préstata (HBP) e outros sintomas associados a distarbios do trato urinério
(BELAYNEH; KOROWNYK, 2016; STEARNS; SANDHU, 2015; BEACH; MAURO
2006).

Embora se tenha um bom numero de drogas antagonistas dos receptores a:-
adrenérgicos e elas sejam clinicamente bem toleradas, elas apresentam baixa
seletividade para os subtipos de receptores, especialmente in vivo, o que pode levar
a efeitos indesejaveis (KUBACKA et al., 2013). Aléem disso, os antagonistas podem

ocasionar apoptose em determinados tecidos como na prostata e cardiomiocitos, por
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uma via independente do receptor ai e devido a quinazolina presente na estrutura
dessas drogas (GONZALEZ-JUANATEY et al.; KYPRIANOU, 2003; 2003; EIRAS et
al.,, 2006). Assim, surge a importancia da busca por novos antagonistas dos
receptores ai-adrenérgicos e, portanto, temos buscado caracterizar um novo
antagonista dos adrenoreceptores-a: a base de pirimidinona.

As pirimidinonas sdo derivados oxigenados das pirimidinas, compostos
dotados de grande atividade biolégica (BROWN; MASON, 1962). Esta classe de
heterociclicos apresenta uma similaridade estrutural com um anti-hipertensivo da
classe dos antagonistas adrenérgicos, a prazosina, o que leva a hipétese de que eles
poderiam apresentar esta atividade (BERNHART et al. 1994).

Nosso grupo de pesquisa, juntamente com a equipe do Departamento de
Quimica Fundamental CCEN/UFPE, ha alguns anos, tem se dedicado a sintese e a
descoberta de novos candidatos a farmacos que contém o nucleo pirimidinona em
suas estruturas (MENDONGCA JUNIOR et al., 2005; FALCAO et al., 2006; DOS
ANJOS et al., 2012). Sendo assim, algumas séries de pirimidinonas foram sintetizadas
por meio de uma estratégia multicomponente, nunca antes registrada na literatura.
Algumas destas moléculas foram capazes de inibir a contracdo induzida pela
fenilefrina (um agonista seletivo ai) em anéis de artéria aorta de ratos, o que sugere
uma acao antagonista sobre os receptores ai-adrenérgicos (ANDRADE et al., 2017).

Até o presente momento, foram sintetizados duas séries de compostos
pirimidinicos. A primeira série foram as tiometil-pirimidinonas e a segunda as 2-
morfolino-pirimidinonas, tendo a primeira apresentado resultados mais promissores.

Por meio de estudos de relacéo estrutura-atividade, foi possivel observar quais
alteragdes potencializavam ou ndo a agéo sobre os receptores ai-adrenérgicos. Desta
forma, novas modificacbes quimicas foram propostas contendo o chassi molecular
tiometilpirimidinénico, em que foram obtidos os novos compostos contendo o anel de
pirimidinona. Neste trabalho, as acbes desses novos compostos sobre 0s receptores
ai-adrenérgicos foi estudada em artéria aorta e ducto deferente de ratos, bem como

a citotoxicidade dos mesmos em duas linhagens celulares.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Receptores a;-adrenérgicos

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) sédo alvos farmacoldgicos de
suma importancia para descoberta de novas drogas, tanto que 40% de todas as
drogas atualmente no mercado atuam nestes receptores (PUPO, et al. 2016). Dentro
dessa superfamilia, sdo encontrados os adrenoreceptores, receptores para as
catecolaminas adrenalina e noradrenalina, que sao estudados ha quase 100 anos
(AHLQUIST, 1948).

Segundo suas especificidades de ligacdo, os adrenoreceptores inicialmente
foram divididos em a e B (AHLQUIST,1948). Posteriormente, foram subdivididos em
are az (LANGER, 1974; STARKE et al., 1974) e em B1, B2 € B3 (LANDS et al., 1967).

Os receptores ai1- adrenérgicos apresentam trés subtipos, o aia, ais € aip (DU
e LI, 2000). Esses subtipos de receptores sdo encontrados em diferentes 6rgaos. A
Expressdo de RNAmM para os subtipos de receptores ai-adrenérgicos para diferentes
tecidos s&o mostradas na Tabela 1 (ROKOSH et al, 1994; SCOFIELD et al., 1995).

Tabela 1. Expressdo de RNAm para os subtipos de receptores ai-adrenérgicos em
diferentes tecidos de ratos
a1a-adrenérgico ais-adrenérgico aip-adrenérgico

Coracédo, cérebro, aorta, | Coracdo, cérebro, aorta, | Coracdo, cérebro, aorta,
veia cava, ducto | veia cava, ducto | veia cava, ducto
deferente, estbmago, | deferente, pulméo, baco, | deferente, pulméo e baco.
intestino delgado, colon, | figado e glandula adrenal.
préostata, cortex cerebral,
glandula submaxilar,

pulmé&o e rim.

Os trés subtipos dos receptores ai- adrenérgicos sdo acoplados a proteina
Gqu1€, quando ativados, ativa-se a proteina Gqnu1, que, por sua vez, ativa a fosfolipase
C (PLC) levando a producdo dos segundos mensageiros diacilglicerol (DAG) e IPs.
Estes segundos mensageiros induzem o aumento da concentracdo de calcio
citoplasmatico, resultando, em células de masculo liso, numa contragdo muscular
(Figura 1) (HWA; GRAHAM; PEREZ, 1995).
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Figura 1. Representacdo esquemaética da sinalizacdo dependente da proteina Gq
classica, desencadeada pelos subtipos de receptores ai1. A subunidade a se dissocia
da B e v, apos ativagao do receptor ai-adrenérgico, e ativa a PLC que por sua vez
cliva o PIP2 em DAG e e IP3. O IP3 se liga aos seus receptores na membrana do
reticulo endoplasmatico promovendo a liberagcdo de Ca?* no citoplasma.

Fonte: (AKINAGA, GARCIA-SAINZ e PUPO, 2019).

Os trés subtipos dos receptores ai- adrenérgicos estdo expressos nos vasos
sanguineos, no entanto, pode haver predominancia de um subtipo, dependendo da
veia, artéria ou até mesmo da porcao do vaso sanguineo estudado (PIASCIK et al.,
1995; GOMEZ-ZAMUDIO et al., 2002; KAMIKIHARA et al., 2005). Quando s&o
ativados nos vasos sanguineos, o aumento de célcio intracelular promove uma
vasoconstricdo, aumentando a resisténcia vascular periférica e assim elevando a
pressao arterial. Portanto, os trés subtipos participam do controle da presséo arterial
(PIASCIK, 1990, ROKOSH e SIMPSOM, 2002; MARTINEZ-SALAS et al., 2011), no
entanto o aia parece ter um papel principal, uma vez que ao utilizar o antagonista
seletivo de aia SZL-49 foi observada uma reducdo da pressédo sanguinea em ratos,
enquanto que ao ser utilizado o agonista seletivo aia A61603 em artéria mesentérica
de camundongos a poténcia deste foi bem maior quando comparada a fenilefrina
(PIASCIK, 1990; MARTINEZ-SALAS, et al. 2007; DALY et al., 2002).

Os receptores ai-adrenérgicos também sdo importantes no sistema
geniturinario. Eles estdo presentes na bexiga (MALLOY et al. 1998, SIGALA et al.
2004), ureter (MORITA et al., 1994; SIGALA et al. 2004), prostata (NASU et al., 1996;
WALDEN et al., 1997; NISHI et al., 1998.), ducto deferente (BURT et al., 1995) e uretra
(TESTA et al.,, 1993), levando a contragdo do mausculo liso nesses tecidos e
participando do controle urinario (CAINE et al., 1975; LEPOR et al., 1988).
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2.2 Antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos e sua relevancia clinica

2.2.1 Antagonistas ai-adrenérgicos

O primeiro antagonista dos receptores ai-adrenérgicos clinicamente usado foi
a prazosina (HAYES et al.,, 1974). Apesar da sua alta seletividade para os
adrenoceptores a1, em concentragdes mais altas (acima de 100 nmol/L), a prazosina
também se liga aos receptores a2 (HO et al., 1998 apud DOCHERTY, 2019).

A terazosina é um congénere da prazosina e, devido a presenca de um anel
furano saturado, sua farmacocinética € diferente, apresentando um efeito de longa
duracdo (FRISHMAN et al., 1998). Outro congénere da prazosina é a doxazosina
(KENNY et al., 1995; QUARESMA et al., 2019).

Além destes antagonistas nao seletivos, sdo encontrados outros com
seletividade para cada subtipo de receptor ai: (Tabela 2) (KENNY et al.,, 1995;
GIARDINA et al., 1995; PATANE et al., 1998; TATEMICHI et al, 2006; QUARESMA et
al., 2019; PROUDMAN, PUPO e BAKER, 2020; PUPO e BAKER, 2020).

Tabela 2. Antagonistas seletivos para os subtipos de receptores ai-adrenérgicos

Antagonistas aia- Antagonistas ais Antagonistas aip
5-metilurrapidil Alfuzosina Alfuzosina
RS 100329 Ciclazosina BMY7378
Silodosina L-765.314 Tamsulosina
Tamsulosina WB 4101
WB 4101

2.2.2 Hipertensdo arterial sistémica (HAS)

O primeiro uso clinico dos antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos foi para
a HAS, condicéo clinica caracterizada por um aumento persistente da pressao arterial
(BARROSO, et al. 2020). A HAS é vista como um dos mais importantes problemas de
saude publica. No Brasil, de acordo com dados do Vigitel, a HAS atingiu cerca de
24,7% da populagéo adulta em 2018 (VIGITEL, 2019).
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Mesmo diante do grande numero de farmacos anti-hipertensivos existentes,
boa parte da populacdo ndo mantém os niveis pressoéricos controlados (KONIG et al.,
2018; GUS et al., 2004; NELSON et al., 2011, NOGUERA et al., 2010). Diante disso,
€ bastante importante a busca por novos farmacos mais seletivos para os subtipos,
com maior eficacia e que ocasionem menos efeitos adversos.

O mecanismo de agéo dos antagonistas que leva ao efeito anti-hipertensivo se
baseia no fato de que os mesmos, ao antagonizarem o receptor ai-adrenérgico
presente nos vasos sanguineos, impedem a vasoconstricdo, levando a reducdo da
resisténcia vascular periférica e, portanto, a reducao da presséao arterial. Apesar dessa
classe de farmacos nao ser a primeira escolha para o controle pressorico, eles sédo
bastantes eficazes e toleraveis, mas devido a farmacocinética desfavoravel e baixa
seletividade, eles ocasionam efeitos adversos como tontura, dor de cabeca, astenia e
hipotensdo postural (KUBACKA et al., 2013). Uma vantagem adicional de alguns
destes antagonistas, como a prazosina, terazosina e doxazosina, é que podem
melhorar o perfil lipidico dos pacientes (ZANCHETTI, 1984; DEGER, 1986; GRIMM
JR et al., 1996).

2.2.3 Hiperplasia benigna de prostata (HBP)

Os antagonistas dos adrenoreceptores-ai também sdo usados para o
tratamento da HBP, uma condi¢cdo na qual ha um crescimento adenomatoso nao-
maligno da glandula periuretral da prostata (WOODARD et al., 2016). Com 0 aumento
prostatico, a bexiga e a uretra sdo pressionadas, e assim o fluxo urinario € obstruido.
Com a obstrucdo do fluxo urinario, ha um esvaziamento incompleto da bexiga e
retencdo urinaria, correlacionados com o surgimento de infec¢cdes recorrentes,
urgéncia urinaria e nocturia (BERRY et al., 1984; LEPOR, 2005), gerando um impacto
negativo na qualidade de vida dos individuos.

Na HBP, a hiperplasia esta principalmente no tecido muscular (BARTSCH et
al., 1979; SHAPIRO et al., 1992). Quase metade da presséo uretral neste aumento
prostatico (40%) surge do tbnus adrenérgico (FURUYA et al., 1982). Assim, 0s
antagonistas-ai aliviam os sintomas de HBP e sdo considerados o tratamento de
primeira linha para esta condicdo (BELAYNEH e KOROWNYK, 2016; STEARNS e
SANDHU, 2015; YUAN et al., 2013).

Alguns  antagonistas dos adrenoreceptores-ai, como a terazosina e
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doxazosina, também podem estar associados a apoptose das células musculares
lisas da prostata, um caminho que é independente dos receptores a1 e provavelmente
devido ao anel quinazolina (KYPRIANOU, 2003; CHON, et al., 1999) o que é benéfico
para a HPB. No entanto, essa apoptose ndo tem sido relatada apenas na préstata
mas também em cardiomidcitos (GONZALEZ-JUANATEY et al., 2003; EIRAS et al.,
2006) desfavorecendo a agdo desses compostos. Sendo assim, também é importante
a sintese de novos compostos antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos que néo
sejam a base de quinazolina.

Ainda, no trato urinario, a tamsulosina, a terazosina e a doxazosina por
promoverem um relaxamento dos ureteres, provaram ser op¢des seguras e eficazes
para a urolitiase (BEACH e MAURO 2006; HOLLINGSWORTH et al., 2006).

A prevaléncia de HBP, bem como a da HAS, aumenta com a idade (WOODARD
et al., 2016). Desse modo, € bastante comum individuos com as duas condi¢fes. O
mecanismo em comum da fisiopatologia da HAS e HBP pode ser uma estratégia para
simplificar o esquema terapéutico e reduzir o custo (STEERS e KIRBY, 2005; BOYLE
e NAPALKOV, 1995), o que aumenta a adesédo e o sucesso do tratamento. Assim,
torna-se importante a busca por farmacos que podem ser utilizados para ambas as
condicoes.

2.3 Pirimidinonas e compostos contendo o anel de pirimidinona

2.3.1 Pirimidinonas: compostos dotados de grande atividade biol6gica

Devido a grande variedade e complexidade estrutural, diversos compostos
heterociclicos sdo conhecidos e muitos tem se destacado na quimica teérica e
aplicada (COSTA, 2004). Estes compostos apresentam em sua composi¢ao quimica
sistemas de anéis, contendo frequentemente atomos de nitrogénio, oxigénio e enxofre
(MENDONCA JUNIOR, 2003).

Os compostos heterociclicos sédo considerados a classe de compostos dotados
de mais propriedades biologicas a serem exploradas: propriedades farmacéuticas,
agroquimicas e veterinarias sdo amplamente reconhecidas cientificamente
(GILCHRIST, 1992). O medicamento sildenafila, a vitamina B1 (Tiamina) e o
celecoxibe sdo exemplos de compostos que apresentam em suas estruturas 0s

heterociclicos (MALAVOLTA, 2012). De acordo com suas propriedades, estes
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compostos foram categorizados no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica e no
Sistema de Classificacdo de Disposicdo de Farmaco Biofarmacéutico (KEEMINK et
al., 2015).

Dentro dos sistemas heterociclicos, destacam-se as pirimidinonas e seus
derivados em geral, por sua importancia medicinal e biolégica (MALAVOLTA, 2012).
As pirimidinonas correspondem a derivados oxigenados das pirimidinas, conhecidas
por estarem presentes em muitas estruturas de moléculas dotadas de atividade
biologica (BROWN; MASON, 1962). Esta classe de heterociclicos apresenta em sua
estrutura quimica duas diazinas, compostos heterociclicos de seis membros contendo
dois atomos de nitrogénio em sua estrutura nas posi¢cdes 1 e 3, respectivamente
(MENDONCA JUNIOR, 2003).

As pirimidinonas estao intimamente relacionadas com os acidos nucléicos e,
talvez por conta da similaridade estrutural com estas biomoléculas, drogas anti-
hipertensivas (BERNHART et al., 1994), antitumorais (STRINGFELLOW, 1981),
antivirais (SALADINO et al., 2002), indutoras de interferon (VROEGOP et al., 1999),
hipoglicémicas (MADHAVAN et al., 2002), anticonvulsivantes (WHITE et al., 2004),
anti-histaminicas (TEMPLE et al., 1979), analgésicas e anti-inflamatérias (RANISE et

al., 1994) ja foram sintetizadas contendo anéis pirimidinénicos em suas estruturas.
2.3.2 Sintese multicomponente de compostos contendo o anel de pirimidinona

No que se trata da sintese de compostos contendo as pririmidinonas, 0 grupo
de pesquisa do Departamento de Quimica Fundamental CCEN/UFPE, ha alguns
anos, tem se dedicado a sintese e a descoberta de novos candidatos a farmacos que
contém as pirimidinonas em suas estruturas (MENDONCA JUNIOR et al., 2005;
FALCAO et al., 2006; DOS ANJOS et al., 2012). Sendo assim, como parte do conjunto
de trabalhos desenvolvidos com os heterociclicos, uma série de pirimidinonas, com
estrutura semelhante aos antagonistas a:-adrenérgicos foi sintetizada por meio de
uma estratégia multicomponente. Esta nova metodologia sintética diminui o tempo de
sintese e promove o aumento dos rendimentos das moléculas obtidas por esta via.

A primeira série foram as tiometil-pirimidinonas e a segunda as 2-morfolino-
pirimidinonas. Das duas séries avaliadas, a mais promissora até o presente momento
foi a dos sais sddicos das tiometil-pirimidinonas (Figura 2) em que alguns desses

compostos reduziram a acdo induzida pela fenilefrina em artéria aorta de ratos
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(ANDRADE et al. 2017).

Figura 2. Série 5 a-k das tiometil-pirimidinonas.
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Considerando ainda as tiometilpirimidinonas (dados nédo publicados), foram
realizadas modificacbes em C-2, onde tem-se o0 grupo tiometil, em que foi retirado a
metila e substituidas pelo grupo toluil ou pelo 4&tomo de cloro. No entanto, a nova
substituicdo ndo favoreceu a agdo dos compostos, tendo em vista que a porcentagem
de inibicdo da acédo da Phe foi reduzida em anéis de artéria aorta sem endotélio.
Ainda, o derivado halogenado foi mais ativo que o derivado ndo halogenado, o que
indica que o padrao de substituicdo com atomos de halogénio é importante para a

manutencdo da atividade.

A segunda série sintetizada e testada foi a das 2-morfolino-pirimidinonas
(dados ndo publicados), feita para tentar entender melhor a influéncia do grupo
substituinte em C-2 do anel da pirimidinona. Nesta série, 0 composto mais ativo foi
substituido com dois a&tomos de cloro no anel aroméatico em C-6 do anel da
pirimidinona reduzindo em 60% a contracdo induzida pela Phe, fortalecendo a
hipétese de que compostos halogenados tendem a ser melhores candidatos a
farmacos. Dois desses compostos ao serem avaliados em anéis de artéria aorta na
presenca do endotélio foram capazes de reduzir a contracdo induzida pela Phe,
surgindo a hipotese de que esses podem ser agonistas dos receptores a2-
adrenérgicos.

Com base em estudos de relacdo estrutura-atividade realizados pelo nosso
grupo e tentando-se uma melhoria no perfil farmacolégico, novas modificacdes
guimicas foram propostas contendo o chassi molecular tio-pirimidindnico, em que
foram obtidos os novos compostos: STICL, STICL-Et, STICL-Prop, STICL-Acet,
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SATICL (Figura 3). Estes apresentam um padrao de substituicdo de retirada do grupo
metil no enxofre e a adicdo de grupos funcionais para avaliar o qudo benéfico seria

para a atividade. Estes novos compostos foram os avaliados no atual trabalho.

Figura 3. Estrutura quimica dos novos compostos pirimidinénicos: a) STICL, b)
STICL-Et, c) STICL-Prop, d) STICL-Acet, e) SATICL.
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Diante do exposto, torna-se claro que o desenvolvimento destas moléculas
contendo o anel de pirimidinona é bastante promissor, uma vez que 0s antagonistas
ai-adrenérgicos podem ser utilizados para diferentes condigbes e os atualmente

existentes apresentam algumas limitacdes clinicas.
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3 HIPOTESE

Os novos compostos contendo o anel de pirimidinona sdo antagonistas dos

receptores ai-adrenérgicos e apresentam baixa citotoxicidade.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar as possiveis acdes citotdxicas de novos compostos contendo o anel de
pirimidinona (STICL, STICL-Et, STICL-Prop, STICL-Acet, SATICL) e caracterizar suas

acOes sobre os receptores ai-adrenérgicos em ratos.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos pirimidindnicos;
e Avaliar o efeito dos compostos sobre os receptores ai-adrenérgicos em artéria

aorta de ratos;

e Caracterizar a acdo antagonista dos compostos sobre os receptores ai-

adrenérgicos em ducto deferente de ratos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencao dos compostos

Os compostos foram fornecidos pelo Laboratério de Sintese
Organica/Departamento de Quimica Fundamental/CCEN da Universidade Federal de

Pernambuco, coordenado pela Profa. Dra. Janaina Versiani dos Anjos.
5.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus norvegicus var. albinus), com 2-
3 meses de idade, pesando em torno de 250-320g, provenientes do Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE e mantidos no Biotério do
Centro Académico de Vitéria-UFPE. Estes animais receberam dieta padrao de biotério
(Nuvilab®) e agua filtrada ad libitum.

Os animais foram acondicionados em gaiolas apropriadas e mantidos sob
condi¢cbes controladas de iluminacgéo (ciclos claro/escuro) e temperatura (22 + 2°C).
Os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em

Uso Animal da Universidade Federal de Pernambuco (protocolo n® 0072/2020).

5.3 Ensaios de citotoxicidade

Visando o controle cada vez mais rigoroso em relagéo ao uso de animais de
laboratorio, utilizou-se cultura de células para avaliar possiveis acdes citotoxicas dos
compostos. Foi realizado o teste do MTT em células endoteliais da veia do cordéo
umbilical humano (HUVEC) e células do masculo liso da artéria aorta toracica de
embrido de rato (A7r5). Estas linhagens celulares foram escolhidas para comparar a
eficacia dos compostos em artéria aorta no ensaio de reatividade com a citotoxicidade.

As células foram cultivadas em garrafas plasticas para cultura de células (25’
ou 75cm?), contendo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com
soro fetal bovino 10%, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL e glutamina 2
mM; pH 7,4 a temperatura de 37°C em atmosfera umida (5% de CO>), até a 152
passagem, com uma taxa de repique de 1:4. O repique foi realizado a cada 4 ou 5
dias apos as células atingirem 80% de confluéncia. As células foram divididas em dois
grupos e submetidas aos diferentes tratamentos descritos:

Controle negativo: N&o houve a aplicacdo de nenhuma substancia nas células

deste grupo, embora tenham passado por todos 0s processos pelos quais 0s grupos



29
experimentais passaram,;

Grupo teste: As células foram tratadas com 100 ymol/L dos compostos por
30min (mesma concentracdo e tempo utilizados nos ensaios de reatividade vascular
em aorta de ratos).

Apés as células atingirem a confluéncia, foi realizada a deple¢éo do soro fetal
bovino (FBS 0% por 3-5h). Entéo, foram incubados os compostos na concentracao de
10* mol/L. Apés 30 min de incubacdo com as moléculas teste, as células foram
lavadas com PBS (1X) a 37°. As amostras foram incubadas na estufa por 3 horas a
37° C com o MTT (0,2 mL por pogo, placa de 96 poc¢os). Transcorrido o tempo, a
solugao foi aspirada e o precipitado foi solubilizado com DMSO (100 uL /poco). O
volume de 100 uL do poco da placa de 96 wells foi passado para uma nova placa de
96 pocos (feito duplicata). O formazam solubilizado foi quantificado em leitor de ELISA
(FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de 550 nm. Os resultados
foram expressos em absorbancia de formazam por 1x10° células. Para este teste foi
utilizado o Thiazolyl blue tetrazolium bromide MTT (Sigma-Aldrich M2128). Para
interpretacdo dos resultados, foi utilizado o ponto de corte estabelecido pela 1ISO
10993-5, em quem compostos sdo considerados citotéxicos quando reduzirem a
viabilidade celular para menos de 70% (International Standard Organization, 1SO
10993).

5.4 Experimentos funcionais

5.4.1 Preparacao da artéria aorta

ApoOs anestesiados com isoflurano, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo. A artéria aorta toracica foi isolada e removidos os tecidos conjuntivos e
gordura. Em seguida, a artéria aorta foi cortada em anéis de 4 mm de comprimento e
foram montados entre dois ganchos de metal, sendo um deles conectado a um
transdutor de forca para registro da tensdo isométrica e o outro fixo a cuba. As
respostas foram registradas em um sistema de aquisicdo (AVS). Os anéis foram
incubados em camaras para 6rgaos isolados contendo 10 mL de solug¢édo de Krebs
modificado com a seguinte composicdo (em mM): NaCl 130,0; KCI 4,7; KH2PO4 1,2;
CaCl21,6; MgSO4 1,2; NaHCOs 14,9; glicose 5,5; em pH 7,4 sob gaseificagdo com
mistura carbogénica (95% Oz e 5% CO2), a 37°C.
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Apbds montados, os anéis de aorta permaneceram numa tensdo basal pré-

estabelecida (1,5 g) durante uma hora, sendo lavadas a cada 15 minutos, para
estabilizacdo. Em seguida foi realizado o teste de viabilidade vascular, em que os
anéis foram considerados viaveis quando contraissem ao menos 1 g ap6s adicdo da
fenilefrina (Phe) (0,1 pmol/L).

Para avaliarmos o efeito dos compostos o endotélio vascular foi removido
mecanicamente, e a efetividade da remocéo foi demonstrada através da auséncia de
relaxamento na presenga da acetilcolina (ACh, 1 pmol/L) nos anéis pré-contraidas
com a ECsoda Phe (0,1 pmol/L).

5.4.2 Avaliacdo do efeito dos compostos em artéria aorta

Foram construidas curvas concentracdo-efeito cumulativas para a fenilefrina
(agonista seletivo dos receptoresai-adrenérgicos) na auséncia e presen¢a dos novos
compostos (100 pmol/L) ou o antagonista dos receptores ai-adrenérgicos prazosina
(100 umol/L, controle positivo), em anéis de artéria aorta de ratos, na auséncia do
endotélio. Os compostos ou a prazosina foram adicionadas ao banho 30 minutos
antes da realizac&o da curva concentragao-efeito para a fenilefrina.

A partir das curvas concentracdo-efeito obtidas, foram calculados o Efeito

méximo (Emax) e o pECso, que corresponde ao logaritmo negativo da ECso.

5.4.3 Preparagéao do ducto deferente

Apds anestesiados com isoflurano, os animais foram mortos por decapitacao.
A porcao epididimal do DD foi identificada, isolada e dissecada dos tecidos
conjuntivos. Em seguida foram cortados em tiras de 1 cm, foram transferidos para uma
cuba para o6rgaos isolados (10 mL) contendo solucdo Tyrode (em mM: NaCl 138,0;
KCI 5,7; CaCl21,8; NaHCOs3 15,0; NaH2P040,36; e glicose 5,5). As tiras de DD foram
mantidas a temperatura constante de 30°C, pH 7,4, sob gaseificagcdo com mistura
carbogénica (95% O2 e 5% COy).

As tiras dos DD foram fixadas por meio das extremidades, em que uma ficou
fixa & base da cuba e a outra conectada a um transdutor para registro das contracdes
isométricas. As respostas foram registradas em um sistema de aquisicdo (AVS
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Projetos, Brasil). Todos os experimentos foram feitos na presenca de um coquetel de

inibidores contendo desipramina (0,1 pmol/L), corticosterona (10 pmol/L), e
propranolol (0,1 pmol/L) para bloquear a captacdo neuronal, extraneuronal e

antagonizar os adrenoceptores 32, respectivamente.

De modo a ser estabelecida a tensdo que resultaria huma melhor resposta
contratil do DD, foi realizado um teste de tensado basal. Para tal, os DD permaneceram
numa tensao de 0,5 g e apos 30 min foi estimulado com noradrenalina (3 pmol/L). Em
seguida, a preparacao foi lavada e submetidas a uma tenséo de 0,75 g e foi realizado
0 mesmo estimulo, procedimento que se repetiu com as tensdes de 1g e 1,5g. A
tensdo que o ducto apresentou uma melhor resposta contratil foi a tensédo de 0,5 g e,

portanto, foi escolhida como a tenséao utilizada neste trabalho.

Apds 30 min de estabilizacdo, na tensdo de 0,5 g, foram realizados de 3 a 4
estimulos com noradrenalina (3 pmol/L) no DD, com um intervalo de 20 min entre cada
pulso, até que a resposta fosse reproduzivel, antes do adicdo do composto ou da

prazosina.

5.4.4 Protocolos para caracterizagdo do composto

Apds a obtencdo de respostas reproduziveis para a noradrenalina, foram
realizadas estimulos para a noradrenalina (3 pmol/L) na presenca e auséncia do
STICL-Et (0,3 pmol/L, 1 ymol/L, 3 umol/L, 10 pmol/L, 30 ymol/L, 100 umol/L, 300
pgmol/L) ou prazosina (0,001 nmol/L, 0,003 nmol/L, 0,01 nmol/L, 0,03 nmol/L, 0,1
nmol/L, 0,3 nmol/L, 1 nmol/L, 3 nmol/L, 10 nmol/L, 30 nmol/L, 100 nmol/L, 300 nmol/L)

a fim de obtermos a plICso.

5.5 Andlise Estatistica

Os resultados de tensdo isométrica obtidos nos experimentos no banho de
orgdos foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) de
experimentos obtidos em diferentes animais.

As determinacdes da ECso (concentracdo que produz 50% da resposta
méxima), pECso (logaritmo negativo da concentracdo que produz 50% da resposta
méxima), ICso (concentragdo do antagonista que reduz em 50% o efeito maximo do
agonista) e plCso (logaritmo negativo da concentragdo do antagonista que reduz em

50% o efeito maximo do agonista) foram realizadas utilizando-se o método de



32
regressao nao linear dos minimos quadrados, utilizando-se o programa GraphPad

Prism 9.0 (GraphPad Software Corporation).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad
Prism 9.0 (GraphPad Software Corporation). A diferenga entre os grupos foi verificada
pelo ANOVA de uma via, seguida, quando necessario, pelo teste de Newman-Keuls.

O nivel de significancia para rejeicdo da hipétese de nulidade foi sempre < 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Ensaio de citotoxicidade

Para determinacéo da citotoxicidade dos compostos tiometil-pirimidinénicos,
eles foram incubados nas concentracdes de 100 umol/L, durante 30 min, em células
A7r5 e HUVEC. A porcentagem de viabilidade celular dos compostos em HUVEC,
variou entre 86,8 e 100%, enquanto que em células A7r5 variou entre 72,6 e 111,9%
(Figuras 4 e 5).

Quando expostas ao composto STICL-Et, a linhagem celular HUVEC

apresentou viabilidade de 95,6%, enquanto que a linhagem celular A7r5, 111,9%.

Figura 4. Viabilidade celular (%) de HUVEC pelo ensaio MTT apés 30 min de
tratamento com os compostos STICL-Et, STICL-Prop, STICL-Acet e SATICL, na
concentragéo de 100 uymol/L. As barras representam a porcentagem de viabilidade
celular de 4 experimentos.
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Figura 5. Viabilidade celular (%) de células A7r5 pelo ensaio MTT apés 30 min de
tratamento com os compostos STICL-Et, STICL-Prop, STICL-Acet e SATICL, na
concentracdo de 100 umol/L. As barras representam a porcentagem de viabilidade
celular de 4 experimentos.
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6.2 Experimentos funcionais

6.2.1 Avaliacdo do efeito dos compostos em artéria aorta de ratos

Apés a realizacéo das curvas concentragdo-efeito cumulativas para fenilefrina,
na auséncia e presenca dos compostos, em anéis de artéria aorta sem endotélio,
como mostrado na Figura 06 e Tabela 02, apenas o composto STICL-Et foi capaz de
abolir a contracao induzida pela fenilefrina, efeito semelhante ao da prazosina, efeito

semelhante ao da prazosina.
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Figura. 6. Efeito dos compostos tiometil-pirimidindnicos sobre a contracdo induzida
pela fenilefrina em aorta toracica de ratos. As curvas representam a resposta contratil
induzida pela fenilefrina na auséncia e presenca dos compostos STICL, STICL-Et,
STIC-Prop, STICL-Acet, SATICL (100 pmol/L) ou do antagonista dos receptores ai-
adrenérgicos (Prazosina, 100 pmol/L), em anéis sem endotélio. Os pontos
representam média + erro padrdo da média 2-8 experimentos realizados em
preparacbes de diferentes animais. * Diferenca estatistica em relacdo ao
controle(fenilefrina). (ANOVA de uma via, seguida de Newmann-Keuls).
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Tabela 3. Contracéo induzida pela fenilefrina em aorta toracica de ratos na auséncia
ou na presenca dos compostos tiometil-pirimidinénicos (100 pumol/L) ou do antagonista
dos receptores ai-adrenérgicos (Prazosina, 100 pmol/L).

Molécula Efeito maximo de Porcentagem de inibicao
contragdo induzido pela (%)
fenilefrina (g)

Controle 2.28+0.14 -
Prazosina 0.10 £0.10* 100

STICL 2.2+0.10 0
STICL-ET 0.12 + 0.09* 100
STICL-Prop 2.05+0.65 11
STICL-Acet 2.50+0.70 0
SATICL 1.90 + 0.54 16

*diferenca estatistica em relacdo ao controle (fenilefrina) (ANOVA de uma via, seguida de Newmann-
Keuls).
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O STICL-Et foi o composto que obteve uma melhor resposta no ensaio de

citotoxicidade e de reatividade vascular e, por isso, foi o escolhido para a

caracterizacao no DD.
6.2.2 Determinagédo da pIC50 em ducto deferente de ratos

Foram realizados estimulos para a noradrenalina (3 pumol/L) na presenca e
auséncia de concentragdes crescentes do STICL-Et (Figura 7) ou prazosina (Figura
8) e foi calculada a plCso do STICL-Et e da prazosina em DD.

Como mostrado na figura 7 e 8 o STICL-Et apresentou uma menor plCso (pICso=
4,6+ 0,12) que a prazosina (plCso= 8,2+ 0,18). Ainda, na concentracdo de 300 pymol/L
0 STICL-Et foi capaz de abolir a acdo da noradrenalina (Figura 7), enquando que a
prazosina aboliu a agdo da noradrenalina na concentracdo de 100 nmol/L (Figura 8).

Figura 7. Efeito do STCL-Et sobre a contracéo induzida pela noradrenalina sobre o
ducto deferente de ratos. As curvas representam a resposta contrétil induzida pela
noradrenalina na presenca de concentracdes crescentes de STICL-Et (100 pumol/L).
Os pontos represent média * erro padrdo da média de 7 experimentos realizados em
preparacdes de diferentes animais.
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Figura 8. Efeito da prazosina sobre a contracdo induzida pela noradrenalina sobre o
ducto deferente de ratos. As curvas representam a resposta contratil induzida pela

noradrenalina na presenca de concentracdes crescentes de prazosina. Os pontos

representam média = erro padrdao da média de 4 experimentos realizados em

preparacdes de diferentes animais.
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7 DISCUSSAO

Esse estudo avaliou alguns novos compostos contendo o anel de pirimidinona
com alguma analogia estrutural aos antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos.

Inicialmente, foi avaliada a citotoxicidade dos compostos. O ensaio de
citotoxicidade in vitro consiste no primeiro teste para avaliar a seguranca de uso de
qgualquer material para fins biomédicos (International Standard Organization, 1SO
10993). Sendo assim, andlises sobre a viabilidade celular foram realizadas para
avaliar a funcdo das células diante dos compostos em teste, detectavel por produto
de enzima especifica que determina atividade vital: MTT.

O teste de MTT avalia a viabilidade celular por meio da enzima mitocondrial,
a succinato desidrogenase. Trata-se de um teste colorimétrico, baseado no uso do
brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il] -2,5-difeniltetrazélio (MTT), que é reduzido apenas
por mitocondrias vidveis. A reducdo do MTT, de cor amarelada para azul de
formazana, ocorre apenas em células viaveis, sendo sua densidade diretamente
proporcional ao niumero de células presentes (Mosmann, 1983).

Apos a realizagdo do ensaio MTT todas as culturas celulares (tanto A7r5
guanto na HUVEC) apresentaram um viabilidade celular acima de 70%. Uma vez
gue, de acordo com a ISO 10993-5 (International Standard Organization, ISO 10993),
compostos que reduzem a viabilidade celular para até 70% séo considerados néo
citotéxicos, todos os compostos avaliados podem ser considerados néo citotoxicos
para as células avaliadas e nas condi¢des utilizadas.

Em seguida, foi avaliado o efeito dos compostos sobre a contracdo induzida
pelo agonista fenilefrina, um agonista seletivo dos receptores ai-adrenérgicos, em
anéis de artéria aorta sem endotélio de ratos. Foi observado que o composto STICL-
Et na concentracdo de 100 umol/L foi capaz de abolir a resposta a fenilefrina em
anéis de artéria aorta. Este composto, assim como os demais avaliados, foram
sintetizados tendo como base o chassi tiometilpirimidindnico, que foi a primeira classe
sintetizada pelo laboratério de sintese organica da UFPE. Muitos destes compostos
foram capazes de inibir a contrag&o induzida pela fenilefrina na aorta isolada de ratos.
Foi observado, ainda, que a presenca de atomos eletronegativos no anel aromatico
tem influéncia na atividade. Todos os compostos que contém halogénios no anel

aromatico apresentaram boa inibicdo da contracdo induzida pela fenilefrina
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(ANDRADE et al., 2016).

De modo a procurar entender melhor como alteragdes estruturais podem
afetar a atividade vasoativa e a melhorar o perfil farmacolégico, modificacdes
guimicas foram propostas contendo o chassi molecular tio-pirimidinénico, em que
foram obtidos os compostos: STICL, STICL-Et, STICL-Prop, STICL-Acet, SATICL,
compostos avaliados no atual trabalho. Destes compostos, 0 mais promissor é o
STICL-Et, que, além de ter sido ndo citotoxico nas condi¢cdes estudadas, foi capaz
de abolir a contracao induzida pela Phe em anéis de artéria aorta sem endotélio.

No entanto, é importante frisar que ndo se pode excluir a possibilidade de os
outros compostos também apresentarem esta atividade em concentracbes mais
altas. Além disso, € necessario aumentar o numero de amostras dos demais
compostos, a exemplo o SATICL que, embora ndo apresente uma diferenca
estatistica no seu Emax, demonstra uma tedéncia de reduzir a acdo da Phe. Diante
dos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e de reatividade vascular, o
STICL-Et foi o selecionado para a caracterizacdo em ducto deferente de ratos.

Os antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos tém sido alvo de estudo de
muitos compostos. O STICL-Et reduziu a poténcia e o Emax da fenilefrina em
concentragdes de 100 umol/L, diferente de achados de Marona et al. (2011) que, ao
avaliar derivados de piperazina em artéria aorta de ratos, obervaram que 0s
compostos foram capazes de reduzir apenas a poténcia da fenilefrina. No entanto, é
importante ressaltar que as concentracfes dos compostos do estudo citado foram
menores (30 nmol/L, 100 nmol/L e 300 nmol/L) do que as utilizadas no nosso estudo.
Ainda, derivados aroxialquil da 2-metoxifenilpiperazina, avaliados por Kubacka e et.
al (2013), reduziram apenas a poténcia da noradrenalina em artéria aorta de ratos
nas mesmas concentracdes utilizadas por Marona et. al (2011). Novas
concentragfes dos nossos compostos serdo testadas para avaliar o possivel efeito
sobre a poténcia.

Para comparar a poténcia do possivel antagonista STICL-Et com um
antagonista ja conhecido (prazosina), foi calculada a pICso do STICL-Et e da
prazosina em ducto deferente de ratos. A plCso da prazosina foi menor que a plCso
do STICL-Et, indicando que 0 nosso composto € menos potente que a prazosina,
embora ainda seja capaz de abolir a contracao da noradrenalina na concentragéo de
300 pmol/L.

Ao se avaliar a plCso da conotoxina rho-TIA, um peptideo do caracol marinho,
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Lima e colaboradores (2005) puderam também observar que a mesma também

apresentou uma menor poténcia (pIC50=7,18) que a prazosina (plC50=9,14+0,09).
Este estudo utilizou uma concentracdo menor que o STICL-Et. O rho-TIA aboliu a
acao da noradrenalina em ducto deferente de ratos na concentragédo de 1 ymol/L
(Lima, et al. 2005). J& a pICso da tamsulosina, antagonista mais seletivo para os
receptores aia € aip, em ducto deferente de ratos foi em torno de 9,08 (KIGUTI e
PUPO, 2012) poténcia esta semelhante a da prazosina e ainda maior que a poténcia
do STICL-Et.

Em artéria aorta o STICL-Et aboliu a agdo da Phe na concentracdo de 100
pMmol/L, enquanto que em ducto deferente ele precisou de uma concentragcao ainda
maior para abolir a acdo da noradrenalina (300 umol/L). Assim, o STICL-Et pode ter
uma maior afinidade pelo receptor aip-adrenérgico, j& que em artéria aorta temos
uma maior quandidade desse suptipo de receptores, enquanto que no ducto o subtipo
que predomina é o aia-adrenérgico (LIMA, et al. 2005). Assim, embora o STICL-Et
apresente uma menor poténcia que os demais antagonistas dos receptores ai-

adrenérgicos, este pode ser um antagonista desses receptores.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos achados, os novos compostos pirimidinicos ndo sao citotoxicos para
as células e nas condi¢Bes avaliadas.

Ao se avaliar o efeito dos compostos em artéria aorta, o STICL-Et apresentou
um efeito mais promissor ao reduzir a acao da fenilefrina em 100%, podendo entdo
ser um antagonista dos receptores ai-adrenérgicos. No entanto, ndo se pode excluir
a possibilidade de os outros compostos também terem esta atividade.

Em ducto deferente o STICL-Et apresentou uma menor poténcia que a
prazosina.

Faz-se necessario mais protocolos para realmente comprovar que o STICL-Et
€ antagonista dos receptores ai-adrenérgicos. Entéo, ainda serdo construidas curvas
concentracéo-efeito cumulativas para a noradrenalina em ducto deferente de ratos na
concentracdo 30 pmol/L do STICL-Et. Também serda determinado a plCso deste
composto em artéria aorta de ratos para comparmos a poténcia nesses dois tecidos e
serdo construidas curvas concentracao-efeito cumulativas para o KCI. Por fim, seréo
realizados estudos de Binding, de modo a comprovarmos que a agéo do STICL-Et

realmente é sobre os dos receptores ai-adrenérgicos.
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Recife, 02 de margo de 2021
Oficio n° 7921

Da Comissfo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof. Alice Valenga Aradjo
Centro Académico de Vitdria (CAV)
processo NP00T22020

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da atividade antagonista
de compostos contendo o anel de pirimidinona sobre os receptores af-
adrenérgicos e a influéncia da restricdo proteica em suas
respostasCentro”. registrado com o n*0072/2020 sob a responzabilidade da
Prof. Alice Valenga Aradjo CQue envolve a produgdc, manutengdo ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfile Vertebrata (exceto
humanas), para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) - encontra-se de acordo
com o3 preceitos da Lei n® 11.794, de & de outubro de 2008, do Decreto n®
6399, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo COMSELHO
MACIOMAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAC ANIMAL (CONCEA), e fo
aprovada pela COMISSAD DE ETMICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) Da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunigo de 23/02/2021

Finalidade {) Ensino (x) Pesguisa Cientifica

\iigencia da autorizagao 01/03/2021 a 20/03/2024

Especieflinhagemiraga Ratos heterogénico /Camundongos

heterogénico

MN" de animais 126

FPesolldade 200-300g (Ratos heterogénico) 35-
45q/ (Camundongos heterogénico) 3-
2 meses

Sexo Macho { 92) e Femea (34)

Origem: Biotério de Criagdo Biotério do Departamento de Fisiologia e

Famacologia — Recife - UFPE

Desfino: Bioterio de Experimentacao Biotério do Centrc Académico de

Vitoria (CAV).
Atencicsamente
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