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RESUMO

Os receptores aj-adrenérgicos sdo importantes alvos para a terapia farmacolégica
de doencas como hipertenséo arterial sistémica e hiperplasia benigna prostética.
Seus antagonistas atuam evitando o aumento da presséo arterial (pela reducéao da
vasoconstricdo) e amenizando os sintomas da hiperplasia benigna de préstata
(inibindo a contragdo muscular prostatica). Novos compostos contendo o anel de
pirimidinona, que possuem uma semelhanga estrutural com anti-hipertensivos da
classe dos antagonistas adrenérgicos tem sido estudados e desenvolvidos,
sugerindo que possam apresentar tal atividade. Sendo assim, uma série de
pirimidinonas foi sintetizada e algumas modificacées foram feitas, com base nos
estudos de relacdo estrutura-atividade, de forma a obter seis compostos que
tiveram suas atividades otimizadas: STI4T, STI4T-Et, STI4T-Prop, SATI4T, STIO-
Et, STIO-Prop. O objetivo deste trabalho foi verificar possiveis agfes citotoxicas
desses compostos e caracterizar a acdo farmacologica dos mesmos sobre
receptores aj-adrenérgicos em aorta e ducto deferente de ratos. Foi avaliada a
citotoxicidade dos compostos através do teste de MTT nas linhagens celulares
HUVEC e A7r5. Foram construidas, em anéis de aorta sem endotélio de ratos,
curvas concentracdo-efeito para a fenilefrina (agonista dos receptores ai-
adrenérgicos) na presenca e na auséncia dos compostos (100 pmol/L) ou do
antagonista dos receptores ai-adrenérgicos prazosina (100 pumol/L), utilizado como
controle positivo. Além disso, para caracterizar o composto que apresentou
melhores resultados na citotoxicidade e na reatividade vascular (STI4T-Et), foram
realizados estimulos (100 pmol/L) com noradrenalina na presenca de
concentracfes crescentes do STI4T-Et ou de prazosina em ductos deferentes de
ratos, visto que tal tecido apresenta uma maior densidade de inervacdo simpatica.
Quanto a avaliacéo da citotoxicidade dos compostos, observou-se que a viabilidade
das células expostas aos compostos variou entre 92,6 — 101,8% para as HUVECs e
90,3 — 106,6% para A7r5. Quanto aos experimentos de reatividade vascular, o
unico composto capaz de reduzir o Efeito Maximo da contracdo induzida pela
fenilefrina foi o STI4T-Et (Controle: Emax=2,28 + 0,14 g e pEC50= 7,60 + 0,21, n=8;
+ STI4T-Et: Emax= 0,50 + 0,08 g e pEC50 = 6,86 + 0,24, n=4, p <0,05.) Nos ductos
deferentes, o composto induziu a inibicdo da resposta a noradrenalina de forma
dependente da concentracdo, abolindo a resposta contratii a noradrenalina na
concetracdao de 100 pmol/L e com pIC50= 4.464 + 0.051, n=5. Sendo assim, o
STI4AT-Et € um provavel antagonista dos receptores ai-adrenérgicos e nao foi
citotdxico na concentracdo e nas linhagens celulares estudadas.

Palavras-chaves: antagonistas ai-adrenérgicos; hipertensdo arterial sistémica;
hiperplasia benigna de prostata; pirimidinona.



ABSTRACT

al-adrenergic receptors are important targets for the pharmacological therapy of
diseases such as systemic arterial hypertension and benign prostatic hyperplasia.
Its antagonists work by preventing the increase in blood pressure (by reducing
vasoconstriction) and easing the symptoms of benign prostatic hyperplasia (by
inhibiting prostatic muscle contraction). New compounds containing the
pyrimidinone ring, which have a structural similarity with antihypertensives of the
adrenergic antagonist class, have been studied and developed, suggesting that
they may have such activity. Therefore, a series of pyrimidinones was synthesized
and some modifications were made, based on the structure-activity relationship
studies, in order to obtain six compounds that had their activities optimized: STI4T,
STI4T-Et, STI4T-Prop, SATI4AT, STIO-Et, STIO-Prop. The objective of this work was
to verify possible cytotoxic actions of these compounds and to characterize their
pharmacological action on a1-adrenergic receptors in the aorta and vas deferens of
rats. The cytotoxicity of the compounds was evaluated through the MTT test on the
HUVEC and A7r5 cell lines. Concentration-effect curves for phenylephrine (a1-
adrenergic receptor agonist) in the presence and absence of the compounds (100
pmol/L) or the a1-adrenergic receptor antagonist Prazosin ( 100 umol/L), used as a
positive control. Furthermore, to characterize the compound that presented the best
results in terms of cytotoxicity and vascular reactivity (STI4T-Et), stimuli (100
pmol/L) with noradrenaline were performed in the presence of increasing
concentrations of STI4T-Et or prazosin in vas deferens. rats, since such tissue has
a higher density of sympathetic innervation. As for the evaluation of the cytotoxicity
of the compounds, it was observed that the viability of cells exposed to the
compounds varied between 92.6 — 101.8% for HUVECs and 90.3 — 106.6% for
A7r5. Regarding vascular reactivity experiments, the only compound capable of
reducing the Maximum Effect of contraction induced by phenylephrine was STI4T-
Et (Control: Emax=2.28 + 0.14 g and pEC50=7.60 + 0.21, n =8; + STI4T-Et: Emax=
0.50 + 0.08 g and pEC50 = 6.86 + 0.24, n=4, p <0.05.) In the vas deferens, the
compound induced response inhibition to noradrenaline in a concentration-
dependent manner, abolishing the contractile response to noradrenaline at a
concentration of 100 umol/L and with pIC50=4.464 + 0.051, n=5. Therefore, STI4T-
Et is a probable antagonist of a1-adrenergic receptors and was not cytotoxic in the
concentration and in the cell lines studied.

Keywords: a1-adrenergic antagonists; systemic arterial hypertension; benign
prostatic hyperplasia; pyrimidinone.
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1 INTRODUCAO

Os receptores adrenérgicos ou também conhecidos por adrenoceptores (ARS)
sdo pertencentes a grande classe dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
sendo eles ativados pelas catecolaminas enddgenas: adrenalina, noradrenalina e
dopamina. Os mesmos séo divididos em receptores a e pB-adrenérgicos, de acordo
com suas propriedades fisiol6gicas e farmacoldgicas intrinsecas. Tais receptores
ainda subdividem-se: os receptores a em a: e 0z, 0S quais contam cada um com trés
subtipos (01a, Oip, Oip € O2a, O28, O2c), assim como 0S receptores B, que S&o
subdivididos em 1, B2 € B3 (BYLUND et al., 1995; HIEBLE et al., 1995).

Os receptores a;, a0 serem ativados, se acoplam preferencialmente as
proteinas Ggz11, levando a uma série de reagdes, culminando em respostas celulares
biolégicas (MINNEMAN,1988) que regulam, dentre outras fungdes, a contratilidade
cardiaca e a contracdo do musculo liso vascular e ndo vascular (KOSHIMIZU et al.,
2003). Além disso, sua atividade desempenha um importante papel no que diz
respeito ao controle urinario, sendo ligado a sintomas, como urgéncia urinaria e
nocturia (SCHWINN et al. 2001), bem como sdo essenciais para a fertilidade
masculina (SANBE et al.,2007; AVELLAR et al., 2009).

Dada a sua localizacdo e agcdo no muasculo liso vascular, bem como no trato
genitourinario (COTECCHIA, 2010; TESTA et al.,, 1993; DAY et al., 1997), os
receptores ai-adrenérgicos sdo importantes alvos para terapia farmacologica de
doencas como hipertensédo arterial sistémica (HAS) e hiperplasia benigna prostatica
(HBP). Dessa forma, o antagonismo desses receptores pode evitar o0 aumento da
pressdo arterial e amenizar os sintomas da HBP. Como exemplo, tem-se a
prazosina, que consiste no primeiro antagonista seletivo para ai, que se mostrou
bastante efetivo como um farmaco anti-hipertensivo (DU; LI, 2010; HIEBLE, 2000).
Ressalta-se ainda que, os farmacos antagonistas dos receptores ai Sséo
considerados primeira linha para o tratamento dos sintomas da HBP (MARONA et
al., 2011).

Salienta-se que mesmo com um numero relevante de drogas antagonistas
dos receptores ai-adrenérgicos e das mesmas serem bem tolerdveis, estes
farmacos sdo associados a muitos efeitos adversos (KUBACKA et al., 2013), tais

como tontura, vertigem, fadiga, hipotenséo, edema, dispneia, ejaculacdo anormal,
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astenia, diminuicédo da libido, ambliopia e cefaleia (LEPOR, 2006).

Diante disso, juntamente com o grupo de pesquisa do Departamento de
Quimica Fundamental CCEN/UFPE, nosso grupo de pesquisa tem estudado novos
candidatos a farmacos antagonistas dos receptores em questao, contendo o anel
de pirimidinona. Estas moléculas possuem uma semelhanca estrutural com anti-
hipertensivos da classe dos antagonistas adrenérgicos (BERNHART et al., 1994),
como a prazosina e a doxazosina, sugerindo que possam apresentar tal atividade.
Sendo assim, uma série de pirimidinonas inéditas foi sintetizada por meio de uma
estratégia nunca antes citada na literatura, a multicomponente. Esta nova
metodologia de sintese provavelmente diminuird o tempo de sintese das moléculas
contendo os heterocicliclos (ANDRADE et al., 2017). Este estudo trata-se de um
trabalho que vem sendo desenvolvido desde 2011, sendo desenvolvidas varias
séries de moléculas até entdo. A primeira classe de protétipos consistiu de
tiometilpirimidinonas, sendo visto que muitos destes compostos foram capazes de
inibir a contracéo induzida por fenilefrina na aorta isolada de ratos (ANDRADE et
al., 2016). A partir do desenvolvimento destes prototipos, outras seéries e
modificacdes foram realizadas, a fim de melhorar a atividade biologica. A série mais
promissora, até o presente momento, foi a dos sais sodicos das tiometil-
pirimidinonas

Tentando-se uma melhoria no perfil farmacoldgico ou ainda entender melhor
como alteracbes estruturais podem afetar a atividade sobre os receptores, novas
modificacbes quimicas foram propostas contendo o protétipo molecular tio-
pirimidinénico, em que foram obtidos os seguintes compostos: STI4T, STI4T-Et,
STI4AT-Prop, SATI4T, STIO-Et, STIO-Prop. Diante disso, espera-se que estes novos

derivados sejam ainda melhores que os compostos da série anterior.
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2 REVISAO DA LITERATURA

RECEPTORES a;-ADRENERGICOS

No corpo humano existe uma gama de receptores que agem modulando
diversas reacOes no organismo, dentre 0s quais estdo 0S receptores para as
catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina), chamados receptores
adrenérgicos, que pertencem a superfamilia dos GPCRs (FREDRIKSSON ET AL.,
2003). Os GPCRs sao os alvos mais importantes para a descoberta de
medicamentos e 40% de todos os medicamentos atualmente no mercado atuam
sobre esses receptores (PUPO, 2016). Os receptores adrenérgicos sdo divididos em
a e B (ALQUIST, 1948), estes ainda apresentam subdivisdes, os receptores a
subdividem-se em a: e a> (LANGER, 1974; STARKE et al., 1974), enquanto 0s
receptores 3 em B1 e B2. (LANDS et al., 1967).

Ha, ainda, uma subdivisdo dos receptores a, em que os receptores ai sao
subdivididos em aia, aig € aip (HIEBLE et al., 1995). Eles apresentam 50% da sua
sequéncia de aminoacidos idéntica e apresentam 70% de similaridade estrutural,
tendo suas porc¢des transmembranas homologia ainda maior (DU; LI, 2010).

Como mencionado inicialmente, os trés subtipos de receptores a-
adrenérgicos sdo acoplados a proteina G, mais especificamente a proteina Ggz1.
Contudo, eles podem ativar diferentes vias de sinalizacdo ou ainda diferentes
componentes destas vias, 0 que resulta em uma grande complexidade nos efeitos
celulares mediados por estes receptores. Os receptores a; apresentam o seguinte
mecanismo de acédo: quando ativados, a fosfolipase C é ativada na membrana da
célula, levando a formacado dos segundos mensageiros trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG), os quais ativam a proteina quinase C (PKC) (figura 1). Ademais,
a ativagdo dos receptores a1 pode levar a ativacdo de outros efetores, como
fosfolipase D (PLD), fosfolipase Az (PLA>), a via das MAP quinases, Ras/Raf, Erk e o
metabolismo do AMPc, assim como canais para calcio, trocadores Na*-H* e Na*
Ca?* e canais para potassio (HWA et al., 1995; MICHELOTTI et al., 2000; RAMIREZ
et al., 1997; PIASCIK; PEREZ, 2001). Predominantemente, a resposta primaria apos
a ativacao de qualquer receptor a1 é o aumento da concentracdo citoplasméatica de

calcio. Quando isto ocorre em células musculares, ocorre contracdo muscular (HWA
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et al., 1995).

Figura 1. Quando os receptores aj-adrenérgicos que sdo acoplados a proteina Ggai1, a
fosfolipase C (PLC) é ativada e cliva o fosfolipidio de membrana fosfatidilinositol-4,5-
difosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) einositol-1,4,5-trifosfato (IP3). O DAG difunde-se na
membrana para ativar a proteinocinase C (PKC), que, a seguir, fosforila proteinas celulares

especificas. O IP; estimula a liberacéo de Ca?* do reticulo endoplasmatico para o citosol.

— PLC
l ! “ ' ‘
Il H i ll ’/;l;2> _IL 4 /D—AG

1 . | ' l.j oo \ (ma)
J ; l"[ % B,{\ ( \@ | /
P—— A= TP - [ pKC

Ca2* 4
Fosforilagao de proteinas

FONTE: GOLAN, D.E (2009, p. 10)

No entanto, ha diferencas entre a sinalizacdo dos subtipos. A contracao
mediada pelo receptor aia, por exemplo, envolve a abertura dos canais de calcio tipo
L. J& a contragdo mediada pelos receptores aig envolve, além da abertura dos
canais de calcio, ha uma maior sensibilizacdo ao célcio, enquanto o mecanismo da
ativacdo dos receptores aip envolve a abertura dos canais de calcio tipo T e a
liberacdo dos estoques intracelulares de célcio (revisado por DOCHERTY, 2019).

Os receptores a1 sdo expressos em diferentes 6rgdos no corpo humano,
incluindo cérebro, coracdo, figado, rins, préstata, baco, ducto deferente, uretra,
glandula submaxilar e vasos sanguineos e desempenham varias fungdes, como
modulacdo da neurotransmissdo, vasoconstriccdo, ionotropismo e regulacdo do
metabolismo (PIASCIK; PEREZ, 2001; COTECCHIA, 2010).

Os efeitos da ativagdo dos receptores ai-adrenérgicos no sistema

cardiovascular sao inameros, tendo eles um papel importante no controle da pressao
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arterial. Mesmo que 0s trés subtipos sejam expressos nos vasos sanguineos,

dependendo da artéria ou por¢cdo estudada, pode-se ter uma predominancia de um
dos subtipos (GOMEZ-ZAMUDIO et al., 2002; KAMIKIHARA et al., 2005; PIASCIK et
al., 1995). Por exemplo, estudos moleculares mostram, em ratos, a presencga dos
receptores: aip na aorta; aia na caudal; aia € aip na iliaca; aip na mesentérica
superior e nas artérias mesentéricas de resisténcia e aia em arteriolas aferentes
renais de ratos (SALOMONSSON et al., 2001; FABER AND YANG., 2001; MARTI et
al 2005). Na artéria aorta de ratos, o subtipo aip é o predominante, tanto em termos
moleculares quanto funcionais, embora 0s outros subtipos sejam expressos e
possam participar da contracido (MARTI et al., 2005; GOMEZ-ZAMUDIO et al., 2009;
KENNY et al., 1995).

Quanto a regulacdo da presséo arterial observa-se papel principal do subtipo
aia (PIASCIK, 1990; MARTINEZ-SALAS, et al. 2007), embora o subtipo aip também
tenha participagdo (ZHOU e VARGAS, 1996). Alem disso, € demonstrada que essa
regulacdo também seja mediada pelos aig, visto que em um estudo realizado em
camundongos nocaute para o subtipo aip demonstrou que o antagonista seletivo
para os receptores aig e aip, cloroetilclonidina diminuiu a resposta induzida pela
fenilefrina no leito mesentérico (MARTINEZ-SALAS et al., 2011).

Aléem da vasoconstricdo induzida pelos a:-ARs, nas células endoteliais,
existem evidéncias de que sua ativacao pode levar a producéo de 6xido nitrico (NO),
sendo demonstrado que fenilefrina induz a producdo de NO por meio da ativacéo
desses receptores e da Oxido nitrico sintase (NOS) em artérias pulmonares de ratos
(BOER et al. 1999). Além disso, o papel do aig nas células endoteliais da artéria
coronaria também parece envolver a producdo de NO (JESEN et al., 2010).

Além de apresentarem grande importancia no sistema cardiovascular, 0s
receptores a; também apresentam grande relevancia no trato genitourinario, visto
gue estdo presentes na bexiga, uretra, prostata, ureter e ducto deferente. Vé-se, por
exemplo, que o RNAm dos trés subtipos de a:-ARs sdo expressos no musculo liso
ureteral humano, embora os subtipos aip € aia tenham prevalecido sobre os ais
(MORITA et al., 1994; SIGALA et al. 2004; ITOH et al. 2007; KOBAYASHI et al.
2009). J4 na bexiga humana, a expressao pode ser diferente de acordo com o sexo.
Sigala et al. (2004) estudaram a presenca de ARs a: em locais da bexiga urinaria
humana envolvidos na micgéo, ou seja, musculo detrusor, o trigono vesical e o colo

da bexiga tanto em homens quanto em mulheres. Observou-se que todos o0s



21
subtipos estavam presentes em todos o0s sitios nas mulheres, enquanto nos

homens, no musculo detrusor havia principalmente aia, seguido de aip € nenhum
ais, 0 que também foi observado por Malloy et al. (1998). Foi visto também por Széll
et al. (2000) que os ARs aigp pOs-juncionais medeiam a contracdo do musculo liso.
Além disso, Peroni et al. (2005) demonstrou que no colo da bexiga humana de
homens e mulheres, assim como no trigono vesical, ha predominio do subtipo aia
sobre os receptores aip e aig, respectivamente.

Ja na uretra proximal humana, o RNAmM de aia encontra-se mais presente e
nao ha ais em homens e mulheres, enquanto o aip foi encontrado apenas no sexo
feminino, sendo assim o aia € 0 mais provavel responsavel pela contracdo da uretra
humana (NASU et al., 1998). Além disso, na porcéo epididimal do ducto deferente
de ratos, 0 aia medeia as contra¢des induzidas pela noradrenalina (BURT et al.,
1995). Similarmente, na prostata humana, os RNAm dos trés subtipos sao
identificados e o0 aia também é o mais predominante em todos os tecidos e
especificamente no estroma, enquanto o ais € predominante no epitélio (NASU et
al., 1996; WALDEN et al., 1997; LEPOR et al. , 1995).

Sendo assim, torna-se evidente que os a:-ARs medeiam a contragéo da base
da bexiga, préstata e uretra prostatica (GOSLING; CHILTON apud MALLOY et al.,
1998), favorecendo o armazenamento da urina pela ativacdo simpatica em sua
base, e inibicdo parassimpéatica do corpo da bexiga.

Além disso, é visto que no Sistema Nervoso Central, os subtipos dos a:
também sdo expressos, sendo a distribuicdo do RNAmM aip menos evidenciada.
Assim, sdo encontrados em varios locais, como no sistema olfatorio de ratos, ainda
em nucleos hipotalamicos e regides do tronco cerebral, medula espinal, glandula
pineal, nucleos talamicos, ndcleo lateral da amigdala e nucleos da rafe, bulbo
olfatdrio, cortex cerebral, hipocampo, nucleo reticular talamico, regides da amigdala,
nucleos motores do tronco cerebral, complexo olivar inferior e medula espinal (DAY
et al., 1997; PAPAY et al., 2006).

ANTAGONISTAS ADRENERGICOS
Sendo o0s receptores a: adrenérgicos de extrema importancia para a

regulacdo de diversas atividades biolégicas, tanto no sistema cardiovascular,

genitourinario, como também no sistema nervoso, varios farmacos os possuem
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como alvo terapéutico. Desses farmacos, tem-se a prazosina, 0 primeiro antagonista

a: utilizado clinicamente para tratamento da HAS (HAYES, 1974). Uma
caracteristica importante para um antagonista adrenérgico quando utilizado para
hipertensao arterial é a sua seletividade pelos receptores a;, em que a prazosina se
enquadra, embora a mesma ndo possua seletividade entre os seus subtipos
(KENNY et al.,, 1995, PROUDMAN; PUPO; BAKER, 2020; SATO et al., 2012).
Embora altamente seletivo para os ai-ARs, quando em concentragfes mais altas
(acima de 100 umol/L), a prazosina também pode ativar os receptores a, (HO;
HONNER; DOCHERTY, 1998 apud DOCHERTY, 2019).

Outro antagonista a; é a terazosina que possui um anel furano saturado
(KYNCL, 1986), o que faz com que sua farmacocinética seja modificada e
proporciona um efeito de longa duragéo. A terazosina tem um terco da seletividade
para ai da prazosina, mas ainda é 100 vezes mais seletiva para a: do que para az
(FRISHMAN; EISEN; LAPSKER, 1998). Nessa mesma perspectiva, também existem
outros congéneres da prazosina, como a doxazosina, que também apresenta efeito
de longa duracéo e nao é seletiva entre os subtipos (KENNY et al., 1995). De outro
modo, antagonistas piperidinicos, como silodosina, 5-metilurapidil e RS 100329, sao
mais seletivos para aia. Enquanto, BMY7378 é mais seletivo para aip (KENNY et al.,
1995; GOETZ et al., 1995).

Além do uso na hipertensao arterial, os antagonistas dos receptores a:-
adrenérgicos possuem um efeito benéfico no alivio dos sintomas da hiperplasia
benigna de prostata (HBP), sendo considerados farmacos de primeira escolha para
este tratamento (BELAYNEH; KOROWNYK, 2016;STEARNS; SANDHU, 2015;
YUAN et al., 2013). Além disso, por um mecanismo independente de receptor a;
adrenérgico, essas drogas atuam promovendo a apoptose nas células da
musculatura lisa da préstata (KYPRIANOU, 2003).

Nos tecidos do trato geniturinario, a terazosina, doxazosina e alfuzosina
possuem a mesma afinidade para subtipos, enquanto tamsulosina tem afinidade
semelhante para subtipos aia € aip € menos afinidade para aig, enquanto silodosina
tem maior afinidade para a1a seguida por aip € ais (KENNY et al., 1996; TATEMICHI
et al. Apud YAMADA; ITO, 2011).

Observa-se, ainda, que até mesmo antidepressivos triciclicos amitriptilina,
nortriptilina e imipramina também sdo potentes antagonistas aia € aip (NOJIMOTO,

2010), assim como anti-psicoticos, risperidona e o sertindol, apresentam acéo
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antagonista sobre os ai-adrenérgicos (NOURIAN et al. 2008).

Embora os antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos nao sejam farmacos
de primeira escolha para o tratamento da hipertensédo arterial, oS mesmos sao
eficazes em reduzir a pressdo arterial de individuos hipertensos e sdo bem
toleraveis. Além disso, pode-se observar que o envolvimento dos receptores ai na
fisiopatologia da hipertenséo e da HBP fornece um alvo comum para o tratamento
farmacolégico em pacientes que apresentam ambas as condicdes (STEERS;
KIRBY, 2005), ressaltando que em aproximadamente 25% dos homens com mais de
60 anos, a HAS e a HBP aparecem de forma concomitante (BOYLE e NAPALKOV,
2005). Diante disso, percebe-se a grande importancia clinica desta classe de

farmacos.

PIRIMIDINONAS

Como citado acima, mesmo com 0s antagonistas existentes atualmente, vé-
se a necessidade do estudo de novas moléculas que atuem sobre os receptores aj,
visando uma maior seletividade, melhor perfil farmacocinético e/ou melhor
tolerabilidade. Nesse contexto, existem varios estudos que relatam funcdes
farmacoldgicas e biologicas de drogas contendo uma estrutura denominada de anel
de pirimidinona, que sdo compostos heterociclicos distribuidos de ampla forma na
natureza, uma vez que estao presentes na estrutura dos acidos nucléicos, os quais
sd80 essenciais para a vida, assim sendo previsiveis suas aplicacbes no ambito da
quimica farmacéutica (FALCAO; MELO2012).

Tais moléculas na literatura sdo conhecidas por possuirem uma gama de
atividades, dentre elas atividades antitumorais (BENNECHE,1993; FELCZAK, 1996;
STRINGFELLOW, 1981), antiinflamatéria (FALCAO et al., 2006; RANISE et al.,
1994), além de possuirem potencial anti-hipertensivo e vasodilatador coronariano
seletivo (NIIYA, 1992).

Um estudo realizado por Andrade et al. 2016 utilizando pirimidinonas
vasoativas foi possivel perceber que tais moléculas foram capazes de reduzir a
contracao induzida pela fenilefrina em aortas toracicas de ratos, o que leva a supor
gue possuem uma atividade antagonista a: como a prazosina, terazosina e
doxazosina, os quais sdo utilizados como farmacos anti-hipertensivos e no

tratamento da HBP, e que também possuem o anel de pirimidinona em suas
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estruturas, e sao classificados como antagonistas adrenérgicos (HOFFMAN, 2001).

Sendo assim, as pirimidinonas possuem grande potencial farmacolégico de
agir sobre tais receptores, mediando ac¢des bioldgicas, como anti-hipertensiva e anti-
hiperplasica. Dessa forma, tais moléculas contendo o anel de pirimidinona podem
servir como ferramentas farmacolégicas e/ou para o desenvolvimento de farmacos

para o tratamento de condi¢cbes como HAS e a HBP.
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3 HIPOTESE

Os novos compostos tiometil-pirimidindnicos possuem agao antagonista

sobre os receptores ai-adrenérgicos de ratos e apresentam baixa citotoxicidade.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Caracterizar a acédo farmacoldgica de compostos tiometil-pirimidinénicos
(STIAT, STIAT-Et, STI4T-Prop, SATI4AT, STIO-Et, STIO-Prop) sobre receptores a:-

adrenérgicos de ratos e verificar possiveis acdes citotoxicas.

4.2 Especificos

e Avaliar os efeitos citotéxicos das moléculas;
e Avaliar o efeito das moléculas sobre a reatividade vascular de aorta de ratos;

e Caracterizar a acdo da molécula em ducto deferente.
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5 MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DOS COMPOSTOS

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

de Pernambuco, o qual é coordenado pela Profa. Dra. Janaina Versiani dos Anjos.

Como mencionado inicialmente, este estudo trata-se de um projeto que vem
sendo desenvolvido desde 2011 sendo desenvolvidas varias séries de moléculas
até o presente momento. A primeira classe de protdtipos consistiu de
tiometilpirimidinonas (série 5 a-k), que se mostrou bastante promissora, inibindo a

contracgdo induzida por fenilefrina na aorta isolada de ratos.

Figura 2. Sais sédicos de tiometil-pirimidinonas: Série 5 a-k.
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Fonte: A Autora, 2022.

A fim de melhorar sua acdo, varias modificagcbes foram realizadas. A
presenca de atomos eletronegativos no anel aromatico, por exemplo, mostrou ter
influéncia na atividade das moléculas, visto que todos os compostos que contém
halogénios no anel aromatico reduziram significativamente a contracdo induzida por

fenilefrina.

A tendéncia observada foi a de manter o padrdo de substituicdo no anel
aromatico em C-6 do anel pirimidinbnico com atomos eletronegativos macios, como
cloro e bromo. Porém, ndo havia sido estudada a modificacdo em C-2, onde tem-se
0 grupo tiometil. Para avaliar a importancia deste grupo, em outra etapa do
trabalho, decidiu-se testar dois sais de tiopirimidinonas substituidas com os grupos

cloro e metila, até 0 momento um bom e um médio candidato, respectivamente.

Foi observado entdo que a retirada da metila no grupo tiometil em C-2
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apresentou efeito significativo na manutencao da atividade, reduzindo de 76,50%

de inibicdo para 11,64% para as pirimidinonas substituidas com o grupo toluil e
reduzindo de 100% para 17,90% para as substancias substituidas com o atomo de
cloro. Pode ser observado ainda que o derivado halogenado é mais ativo que o
derivado ndo halogenado, o que continuou indicando que o padréo de substituicao
com atomos de halogénio € importante para a manutencao da atividade, visto que a
diferenca em relagdo a primeira série de tiometilpirmidinonas e reside na auséncia

de um grupo metila (dados nao publicados).

Para tentar entender melhor a influéncia do grupo substituinte em C-2 do
anel da pirimidinona, foi sintetizada e testada uma série de 2-morfolino-
pirimidinonas. Nesta série, 0 composto mais ativo foi a molécula 11, substituida
com dois atomos de cloro no anel aromatico em C-6 do anel da pirimidinona(dados
nao publicados).. Foi vista também a possibilidade destes derivados pirimidinicos
terem mecanismo de agao mista, podendo ter agao antagonista de receptores ai-
adrenérgicos e ainda acado agonista de receptores do tipo a., devido a sua
similaridade estrutural com alguns agonistas ja conhecidos, como a detomidina,

medetomidina, dexmedetomidina e a clonidina (dados néo publicados).

Assim, a série das tiometilpirimidinonas forneceu os melhores candidatos a
farmacos e os melhores candidatos sdo aqueles substituidos com halogénios no
anel aromatico em C-6 e contendo grupos alquila substituidos no atomo de enxofre
em C-2.

Tendo isso em vista, as moléculas estudadas nesta dissertacao (figura 3)
sdo derivadas da série tiometilpirimidionanas (Figura 2), com novas modificacdes

pensadas a partir dos resultados citados anteriormente.
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Figura 3. Compostos pirimidinénicos derivados da série 5 a-k.
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Fonte: A Autora, 2022.

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 da Vitoria-UFPE. Estes animais receberam dieta padrdo de

biotério (Nuvilab®) e agua ad libitum.

Todos os animais foram acondicionados em gaiolas apropriadas e mantidos
sob condi¢cdes controladas de iluminacdo (ciclos claro/escuro, 12:12h) 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).

ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade in vitro consiste no primeiro teste para avaliar a
seguranca do uso de qualquer material para fins biomédicos (International Standard

Organization, 1SO 10993). Sendo assim, analises sobre a viabilidade celular foram
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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), o qual é reduzido
apenas por mitocondrias viaveis. A reducdo do MTT, de cor amarelada para o azul
de formazana ocorre apenas em células viaveis, sendo sua densidade diretamente

proporcional ao nimero de células presentes (Mosmann, 1983).

A fim de ter um controle mais rigido com relacdo ao uso de animais de
laboratdrio, utilizamos cultura de células para avaliar se 0s compostos apresentam
alguma toxicidade. Para isso, foram utilizadas as linhagens celulares A7r5 (muasculo
liso vascular de aorta toracica de embrido de rato) e HUVEC (células endoteliais
provenientes da veia do corddo umbilical humano), oriundas do Banco de Células
da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Tais linhagens celulares foram

escolhidas para comparacéo dos efeitos nos estudos em artéria aorta de ratos.

As células foram cultivadas em garrafas plasticas para cultura de células
(25cm? ou 75cm?), contendo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100
Mg/mL, glutamina 2 mM; pH 7,4 a uma temperatura de 37 °C em atmosfera umida
(5% de COy), até a 152 passagem, com uma taxa de repique de 1:4. O repique foi

realizado a cada 4 ou 5 dias apds as células atingirem 80% de confluéncia.

As células foram divididas em dois grupos, o0 controle negativo e 0 grupo
teste. As células do controle negativo ndo receberam nenhuma aplicacdo de
substancias, mas estas passaram por todos 0S processos pelos quais 0S grupos
experimentais passaram. Enquanto as células do grupo teste foram tratadas com
100 pmol/L dos compostos por 30min. Esta concentracdo e tempo de exposicao
foram escolhidos por terem sido utilizadas nos estudos de reatividade vascular em

aorta de ratos.

Apbés as células atingirem a confluéncia estabelecida, foi realizada a
deplecéo do soro fetal bovino (FBS 0% por 3-5h). Em seguida, foram incubados os
compostos na concentracdo de 10 mol/L. Apés 30 min de incubacdo com as
moléculas teste, as células foram lavadas com PBS (1X) a 37 °C. As amostras

foram incubadas na estufa por 3 horas a 37° C com o MTT (0.2 mL por poco, placa
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de 96 pocos). Transcorrido o tempo, a solucdo foi aspirada e o precipitado foi

solubilizado com DMSO (100 pL /pogo). O volume de 100 uL do pogo 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).

EXPERIMENTOS FUNCIONAIS

PREPARACAO DA ARTERIA AORTA

A fim de verificar qual com composto apresentaria maior porcentagem de
reducdo da contracdo induzida pela fenilefrina (agonista dos receptores ou-

adrenérgicos), foi utilizada a artéria aorta de ratos.

Apés serem anestesiados com isoflurano, os animais foram mortos por
decapitacdo. A artéria aorta toracica foi isolada e foram removidos os tecidos
conjuntivos e gordura. Em seguida, a artéria aorta foi cortada em anéis de 4 mm de
comprimento e estes foram montados entre dois ganchos de metal, sendo um deles
conectado a um transdutor de forca para registro da tensao isométrica e o outro fixo
a cuba. Os anéis foram incubados em camaras para orgaos isolados contendo 10
mL de solucdo de Krebs modificado com a seguinte composicdo (em mM): NaCl
130,0; KCI 4,7; KH2PO4 1,2; CaCl; 1,6; MgSOa4 1,2; NaHCO3 14,9; glicose 5,5; em
pH 7,4 borbulhadas com mistura carbogénica (95% O, e 5% COy), a 37°C. As

respostas foram registradas em um sistema de aquisicdo (AVS).

Apbés montados, os anéis de aorta permaneceram numa tensao 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 contrairam ao menos 1 g apés adicdo da
Phe (0,1 umol/L). Foram utilizados anéis sem o endotélio vascular, o qual foi
removido mecanicamente, e a efetividade da remocdo foi demonstrada pela
auséncia de relaxamento na presenca da ACh (1 pmol/L) nos anéis pré-contraidos

com a ECso da fenilefrina (0,1 ymol/L).
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EXPERIMENTOS EM AORTA
Foram construidas curvas concentracéo-efeito cumulativas para a fenilefrina
(agonista dos receptores ai-adrenérgicos) na auséncia e presenca dos compostos
(100 umol/L) ou do antagonista dos receptores ai-adrenérgicos prazosina (100

pmol/L) utilizado como controle positivo, em anéis de artéria aorta sem endotélio.

A partir das curvas concentragao-efeito obtidas, foram calculados o Efeito
maximo (Emax) e o pECsp, 0 qual corresponde ao logaritmo negativo da ECsq.

PREPARACAO DO DUCTO DEFERENTE

Para a caracterizacdo da atividade antagonista do composto sobre os
receptores ai- adrenérgicos foi utilizado o ducto deferente por ser o modelo mais
adequado para o estudo de receptores adrenérgicos, pois apresenta uma maior

densidade de inervagao simpatica.

Apés anestesiados com isoflurano, os animais foram mortos por
decapitacdo. Os ductos deferentes (DD) foram identificados, isolados e dissecados
dos tecidos conjuntivos. Em seguida foi isolada a sua porgéo epididimal, sendo esta
fixada por meio das suas extremidades, sendo uma extremidade fixa a base da
cuba e outra conectada a um transdutor de forca para registro da tensao isométrica.
Na cuba para o6rgdos isolados (10 mL) ficaram submersos solucdo de Tyrode
modificada (em mM: NaCl 138,0; KCI 5,7; CaCl, 1,8; NaHCO3 15,0; NaH>PO4 0,36;
e glicose 5,5). As porcdes epididimais dos DD foram mantidos a temperatura
constante de 30°C, pH 7,4, borbulhadas com mistura carbogénica (95% O2 e 5%
COy). Passaram por um periodo estabilizacdo de 30 minutos na tensdo de 0,5g,
sendo esta tensdo estabelecida apés a realizacdo de curvas de tenséo, a fim de
verificar qual melhor tensdo basal a ser utilizada. Apds a estabilizacdo foram
contraidos 3 a 4 vezes com noradrenalina (3 umol/L) até a obtencdo de contracdes
reproduziveis. As respostas foram registradas em um sistema de aquisicdo (AVS
Projetos, Brasil). Os experimentos foram realizados na presenca de uma
associacdo de inibidores contendo desipramina (0,1 pmol/L), corticosterona (10
pmol/L) e propanolol (0,1 pumol/L) com o objetivo de bloguear a captacdo neuronal e

extraneuronal e antagonizar os adrenoceptores (3., respectivamente.
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PROTOCOLOS PARA VERIFICACAO DA ACAO DO COMPOSTO

ApO6s o periodo de estabilizagdo dos DD, foram realizados estimulos com
noradrenalina (3 pmol/L) na presenca e auséncia do composto em concentracdes
crescentes (0,3; 1; 3; 10; 30; 100; 300 pmol/L) ou prazosina (0,001; 0,003; 0,01;
0,03; 0,1 0,3; 1; 3; 10; 10; 30 100; 300 nmol/L), que ficaram incubados por um
periodo de 20 minutos em cada uma das concentracdes juntamente com o coquetel
de inibidores contendo desipramina (0,1 pmol/L), corticosterona (10 pmol/L) e

propanolol (0,1 pmol/L).

A partir dos estimulos realizados com noradrenalina, foi calculado o plCsyo,
gue trata-se da poténcia antagonista em produzir 50% de inibicdo das contracdes, e
avaliado se, na presenca do possivel antagonista, houve reducéo da contracdoo

induzida pela noradrenalina, o que caracterizaria um antagonismo.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de tensao isométrica obtidos nos experimentos no banho de
orgaos foram expressos como média = erro padrdo da media (E.P.M) de

experimentos obtidos em diferentes animais.

As determinagcdes da ECso (concentragdo que produz 50% da resposta
maxima), pECso (logaritmo negativo da concentragdo que produz 50% da resposta
maxima), ICso (concentracdo 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
regressdo 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 diferenca 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 hipotese de nulidade foi

sempre < 5%.
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6 RESULTADOS
ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

No ensaio de MTT, o percentual de viabilidade celular nas HUVECs variou
entre 92,6 — 101,8% (figura 3). Ja em células A7r5, foi observada uma variagdo na

viabilidade celular entre 90,3 — 105,7 % (Figura 4). (Tabela 1)

Figura 4. Viabilidade celular (%) de HUVEC apds 30 minutos de tratamento em ensaio de MTT com
0s compostos: STI 4T-Et, STI 4T-Prop, SATI4T, STIO-Et, STIO-Prop na concentragdo de 100 pmol/L.

As barras apresentam a média dos percentuais de células viaveis, n=4.

100 mm o "S:a

Viabilidade
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Fonte: A Autora, 2022.

Figura 5. Viabilidade celular (%) de células A7r5 apds 30 minutos tratamento em ensaio de MTT com
0s compostos: STI 4T-Et, STI 4T-Prop, SATI4T, STIO-Et, STIO-Prop na concentracdo de 100 pmol/L.
As barras apresentam a média dos percentuais de células viaveis, n=4.
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Tabela 1- Percentual de viabilidade celular na presenca de compostos tiometil-

pirimidindnicos (100 ymol/L) nas linhagens celulares HUVEC e A7r5

Molécula Porcentagem de Porcentagem de
viabilidade viabilidade celular
celular(%) (%)

HUVEC AT7r5

Controle 100 + 0.00 100 + 0.00

STIAT-ET 92.6+2.71 105.38 £+ 7.21

STI4T-Prop 93.4+4.16 92.26 £4.40
SATIAT 94.4+1.08 90.32 £ 3.78
STIO-ET 101.8+2.01 80 +4.37

STIO-Prop 93.8 + 3.06 105.7 +4.83

Fonte: A Autora, 2022.

EXPERIMENTOS FUNCIONAIS

EXPERIMENTOS EM ARTERIA AORTA

Finalizada a execucdo das curvas concentracdo-efeito cumulativas para
fenilefrina, na auséncia e presenca dos compostos, em anéis de artéria aorta sem
endotélio observou-se que o Unico composto capaz de reduzir o Emax da contracao
induzida pela fenilefrina foi o STI4T-Et, sendo essa reducdo equivalente a 78%,
conforme ilustrado na figura 5 e tabela 2 (Controle: Emax=2,28 + 0,14 g e pECso=
7,60+ 0,21, n=8; + STI4T-Et: Emax= 0,50 + 0,08 g e pECs0o= 6,86 + 0,24, n=4, p

<0,05.). Nenhum composto alterou o pECso da fenilefrina.
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Figura 6. Efeito dos compostos tiometil-pirimidinénicos 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 STI4T, STI4T-Et, STI4T-Prop, SATI4T, STIO-Et, STIO-Prop ou
prazosina na concentracdo de 100 pmol/L, em anéis sem endotélio. Os pontos representam média +
erro padrdo da média 2-5 n realizados em preparacdes de diferentes animais. * Diferenca estatistica
em relacdo ao controle, ANOVA de uma via, seguida de Newman-Keuls, p<0,05.

Controle
Prazosina
STI4T
STI4T-Et
—+— STI4T-Prop
SATI4T
STIO-Et
STIO-Prop

SR

Contragéo (g)

¢

$

Fenilefrina log[mol/L]

Fonte: A Autora, 2022.

Tabela 2- Contracéo induzida pela fenilefrina em aorta toracica de ratos na auséncia
ou na presenca dos compostos tiometil-pirimidindnicos (100 pmol/L) ou do

antagonista dos receptores ai-adrenérgicos (Prazosina, 100 pmol/L).

Molécula Efeito maximo de Porcentagem de
contracao induzido inibicao (%)

pela fenilefrina (g)

Controle 2.68 £0.17 -
prazosina 0.00 = 0.00* 100.0
STI4T 26+0.44 0
STI4T-ET 0.5+0.08* 78

STI4T-Prop 1.75+ 0.00 23

SATIAT 2.00+£0.40 13
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STIO-ET 1.43+£0.49 37

STIO-Prop 1.67 +£0.22 30

*diferenga estatistica em relagéo ao grupo controle (Phe, 0,1 pmol/L)
Fonte: A Autora, 2022.

EXPERIMENTOS EM DUCTO DEFERENTE

Em expriementos realizados em ductos deferentes, com estimulos de
noradrenalina na presenca de concentracdes crescentes do STI4T-Et, observou-se
gue o composto induziu inibicdo da resposta a noradrenalina de forma dependente
da concentracao, abolindo a resposta contratil a noradrenalina na concentracao de
100 pmol/L (figura 6) e com plCso= 4.464 + 0.051, n=5. A prazosina, controle
positivo, também induziu este efeito de forma dependente da concetracdo, abolindo
a resposta contratil a noradrenalina na concentracdo de 100 nmol/L (figura 7) e com
plCso= 8.264 + 0.184, n=4. Ainda, podemos verificar que o composto estudado

apresenta uma menor poténcia que a prazosina (figura 8).

Figura 7. Efeito do STI4T-Et sobre a contragc&o induzida pela noradrenalina em ducto deferente de
ratos. O gréfico representa a resposta contratil induzida pela noradrenalina na presenca do STI4T-Et
nas concetracdes de 0,3; 1; 3; 10; 30; 100; 300 pmol/L . Os pontos representam média + erro padrao

da média de 5 n realizados em preparacfes de diferentes animais.
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Fonte: A Autora, 2022.
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Figura 8. Efeito da prazosina sobre a contragdo induzida pela noradrenalina em ducto deferente de
ratos. O gréfico representa a resposta contratil induzida pela noradrenalina na presenca da Prazosina
nas concetragbes de 0,001; 0,003; 0,01; 0,03; 0,1 0,3; 1; 3; 10; 10; 30 100; 300 nmol/L. Os pontos
representam média + erro padrdo da média de 4 experimentos realizados em preparagbes de

diferentes animais.
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Fonte: A Autora, 2022.
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7 DISCUSSAO

Os antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos sdo o tratamento de
primeira linha para os sintomas do trato urinario inferior associados a hiperplasia
benigna de préstata (CHESS-WILLIAMS, 2002). Além disso, séo utilizados para a
HAS, e, embora néo sejam a primeira escolha para esta, sao eficazes na reducéo da
pressao arterial de individuos hipertensos e sdo bem toleraveis, embora induzam
efeitos adversos, como tontura, dor de cabeca e astenia, além da hipotenséo
postural (principalmente com a prazosina devido a sua cinética desfavoravel
(KUBACKA et al., 2013).

A literatura traz que antagonistas do receptores aj.adrenérgicos estao
associados a alguns efeitos citotoxicos, como o tratamento de camundongos com
doxazosina aumenta apoptose em células prostaticas (YANG et al.,, 1997), bem
como em células tumorais da prostata humana (FORBES et al., 2016). Além de
outro estudo demonstrar acao citotoxica da doxazosina em cardiomiécitos (YANG et
al., 2011). Assim, vé-se a necessidade de investigar a citotoxicidade de compostos

candidatos a antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos.

A ISO (Organizacao Internacional para Padronizacéo), que se trata de uma
federacdo mundial de organismos de normalizacdo nacionais, realiza a preparacao
de Normas Internacionais por meio de seus comités técnicos. Em meio essa
padronizacdo, esta a realizacdo de testes de citotoxicidade, como ensaio de MTT
(ISO 10993-5, 2009).

Os testes de citotoxicidade in vitro possuem uma ampla aplicabilidade, tendo
seu uso na avaliacdo de diversos materiais. O ensaio de MTT, por exemplo, que
consiste em verificar/medir a viabilidade celular por meio da sua atividade
metabodlica. O MTT amarelo (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio brometo)
€ reduzido enzimaticamente, em células viaveis, ao formazan azul-violeta. A
guantidade de células viaveis esta relacionada a intensidade da cor determinada
por medidas fotométricas ap6s o formazan ser dissolvido em alcool (ISO 10993-5,
2009)

O percentual de viabilidade celular tanto em HUVECs quanto em células
A7r5 nao foi inferior o 70%. Segundo a ISO, compostos que mantém a viabilidade

acima de 70% sao considerados néo citotéxicos, demonstrando que as moléculas
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estudadas ndo possuem efeito citotoxico nas concentracdes e nas linhagens

celulares estudadas.

Das moléculas avaliadas na artéria aorta, a que apresentou melhor efeito foi
a STIAT-Et, que teve a adicdo de dois carbonos ao anel de pirimidinona. Seu
percentual de inibicdo da contragéo induzida pela fenilefrina em aorta de ratos foi
de 78%. De forma distinta, Handzlik et al. (2008) verificou que compostos derivados
arilpiperazinas alteraram a poténcia da fenilefrina em aorta de ratos, mas nao o

Emax.

Em estudo realizado por Van der Graaf et al., 1996, foi observado que sete
antagonistas de ai-adrenoceptores em artéria aorta de ratos, tais quais
tamsulosina, fentolamina, prazosina, WB-4101, 5-metilurapidil, espiperona e
HV723, produziram inibicdo dependente da concentracéo das respostas contrateis
da aorta a noradrenalina e a fenilefrina. Na concentracdo estudada em artéria aorta
dos compostos (100 pmol/L), apenas a STI4T-Et reduziu de forma siginificativa o
Emax da fenilefrina, assim é possivel que em concentracbes maiores, as demais

moléculas possam inibir a contracdo induzida pela fenilefrina.

Em outro estudo realizado por a Yamamoto e Koike (2001), observou-se
gue, em artéria de ratos, as repostas aos agonistas noradrenalina, adrenalina,
fenilefrina e metoxamina foram antagonizadas de forma dependente da
concetracao pelos antagonistas BMY 7378, prazosina, 5-metil lurapidil e WB 4101,
0 que sugere, mais uma vez, que 0 aumento das concentracdes das outras
moléculas avaliadas podem levar a inibicdo da contracéo induzida pela fenilefrina e,
portanto, ndo pode ser descartada a possibilidade de serem antagonistas dos

receptores a-adrenérgicos.

Tendo em vista os resultados da citotoxicidade e da reatividade em artéria

aorta, o STI4T-Et foi escolhido para o prosseguimento do estudo.

Os receptores ai.adrenérgicos possuem um amplo interesse terapéutico,
visto que participam de diferentes processos fisioldgicos de extrema importancia,
como a contracdo do mauasculo liso, inotropismo e cronotropismo miocardico e

metabolismo hepéatico da glicose.

A fim de investigar mais a fundo o provavel antagnonismo do STI4T-Et sobre

0s receptores ai.adrenérgicos foram realizados estimulos com a noradrenalina na
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presenca de concentragfes crescentes da molélucula em ductos defrentes de

ratos, uma vez que este tecido apresenta uma maior densidade de inervagéo
simpatica, para assim verificar qual concentracdo da molécula reduziria 50% do
Emax da noradrenalina (plCso). Observou-se que na concentracao de 300 umol/L, a
molécula aboliu a resposta do ducto deferente a noradrenalina, com plCso= 4.464 +
0.051.

Um estudo realizado por Lima et al. (2005) verificou o potencial antagonismo
de um peptideo isolado do gastropode marinho Conus tulipa, conotoxina p-TIA, foi
evidenciado que 0 mesmo antagonizou a contracdo induzida pela noradrenalina
nas concetracdes de 100, 300 nM e 1 uM em ducto deferente de ratos, com plCso=
7.18+ 0.07). Ainda neste trabalho, foram verificadas as pIC50 de outros
antagonistas dos receptores alfa 1 adrenérgicos: prazosina (pICso= 9.14% 0.09),
BMY7378 (plCso= 6.46+ 0.09), e 5-metiluradipil (pICso= 8.58+ 0.04).

Em estudo que foram testadas as (-cloroetilaminas 1 (plCso: a1A= 7.83 %
0.03) e 2 (pICso: a1A = 6.45 £ 0.05), sintetizadas por um grupo de pesquisa e
estruturalmente relacionadas a fenoxibenzamina (antagonista alfa adrenérgico),
mostraram que ambos 0S compostos mostraram antagonismo nao superavel dos
trés subtipos de receptores ai-adrenérgicos, dada a diminuicdo do Emax de
concentragcdo-efeito da noradrenalina. Tendo estas apresentando uma poténcia
menor que outros antagonistas ja conhecidos, como WB4101, 5MU, BMY7378, (+)-
Cyclazosina, e RS17053 (BUCCIONI et al. 2009), assim como NnosSs0 composto

apresentou uma poténcia menor em relacao a prazosina.

Nesse sentido, Alsufyani e Docherty (2021) investigaram papéis relativos de
ai-adrenoceptores em contragdes para estimulacédo de baixa e alta frequéncia dos
vasos deferentes de camundongos, e observaram a plCso das contracdes, o
RS100329 mostrou maior poténcia plC50= de 8.46, com prazosina ligeiramente
menos potente= 8.05 e BMY7378 com menos poténcia= 6.58, tal qual o STI4T-Et,

gue apresentou uma poténcia menor que a prazosina, 4.464 + 0.051.

Assim, verifica-se que o STI4T-Et € um provavel antagonista dos receptores
ai-adrenérgicos, e ainda vé-se que como outros estudos na literatura, 0 mesmo
apresentou uma poténcia reduzida em relacdo a um antagonista ja conhecido. Este
composto também ndo foi citotdoxico na concentracdo e nas linhagens celulares

estudadas.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O STI4T-Et € um possivel antagonista dos receptores ai.adrenérgicos e
apresentou baixa toxicidade. Novos estudos podem ser realizados para caracterizar

melhor esta atividade antagonista e excluir toxicidade.

N&o se pode excluir a possibilidade de as outras moléculas também serem
antagonistas dos receptores ai-adrenérgicos e, portanto, mais estudos podem ser

realizados em concentracdes mais altas das mesmas.
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