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Resumo

A coagulacdo é um processo fisiologico necessario frente a situacdes que podem
causar danos ao individuo. E necessario que este processo seja cuidadosamente
regulado para evitar a formagdo exagerada de trombos. A trombose € uma das
principais causas de mortalidade e morbidade ao redor do mundo. Medicamentos
antitrombdticos séo eficazes, todavia, o principal efeito colateral € a hemorragia, que
pode ser fatal, sendo necesséario o desenvolvimento de novos medicamentos com
perfil de acdo mais seguro. O ATB-346 € um doador de H2S acoplado ao naproxeno
qgue reduz rapidamente e de forma prolongada a atividade da COX, sem causar
reacoes adversas gastrintestinais. Apesar dos processos inflamatorios e trombaéticos
compartilharem pontos de ativagdo em comum, ndo se sabe se o ATB-346 exerce
acdo protetora vascular na trombose. Para verificar esta hipétese, utilizamos
camundongos machos C57BL/6 e vasos piais cerebrais, em que trombos foram
induzidos in vivo e in situ pela acdo de luz e do corante fluoresceina (FITC) e
observados por microscopia intravital. Como controles, os animais foram tratados com
naproxeno, tiobenzamida (TBZ) - por¢cdo doadora de H2S do ATB-346, em doses
equimolares, veiculo (solucédo de dimetilsulféxido — DMSO — em carboximetilcelulose
— CMC) ou salina 0,9%. Foram medidas espécies reativas de oxigénio (EROs) na
regido do trombo, in vivo, as expressfes de fibrinogénio hepético por reacdo de
polimerase em cadeia (PCR) em tempo real, os tempos de protrombina (TP),
tromboplastina parcial ativada (TTPa) e a concentracéo circulante de fibrinogénio por
kits comerciais, contagem plaquetaria, as concentracdes de malondialdeido (MDA),
interleucina 1B (IL-1B), tromboxano B2 (TXB2) no cérebro por ensaio imunosorbente
ligado a enzima (ELISA), concentracdo plasmatica de H2S por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e analise macroscopica gastrica. Observamos que animais
tratados com ATB-346 mostraram aumento nos tempos de inicio de formacéo de
trombo e de ocluséo total do vaso apés inducédo do trombo, diminuigdo na expressao
de fibrinogénio hepatico e reducdo na concentracdo plasmatica de H2S, por efeito
sinérgico do naproxeno e TBZ. Assim, concluimos que o ATB-346 é efetivo para
retardar a formacéo de trombos no cérebro de camundongos por atuar reduzindo as

concentracdes plasmaticas de H2S e a expressdo hepatica de fibrinogénio.
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ABSTRACT

Coagulation is a necessary physiological process in situations that can put the
individual in danger. This process needs to be carefully balanced to avoid
disseminated thrombus formation. Thrombosis is one of the main causes of mortality
and morbidity worldwide. Antithrombotic drugs are effective, however, the main side
effect is hemorrhage, which can be fatal. Therefore, it is necessary to discover safer
antithrombotic drugs. ATB-346 is an H2S donor coupled to naproxen that longer and
rapidly reduces the activity of COX, with no concomitant gastrointestinal side effects.
However, despite of inflammation and coagulation share common activation steps, it
is not known whether these H2S donor exert any vascular protective action on
thrombus formation. To verify this hypothesis, we used male C57BL/6 mice and pial
cerebral vessels, in which thrombi were induced in vivo and in situ by the action of light
and fluorescein dye (FITC) and observed by intravital microscopy. As controls,
equimolar naproxen or thiobenzamide — the H2S donor part of ATB-346 — alone, as
well as vehicle (dimethyl sulfoxide, DMSO in carboxymethylcellulose, CMC), or 0.9 %
saline. Reactive oxygen species (ROS) were measured in the region of the thrombus,
in vivo, hepatic fibrinogen expressions by real-time polymerase chain reaction (PCR),
prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin time (aPTT) and fibrinogen
circulating concentration, all measured using commercial kits, platelet count,
malondialdehyde (MDA), interleukin 13 (IL-18), thromboxane B2 (TXB2)
concentrations in the brain by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), plasma
H2S concentration by high-performance liquid chromatography (HPLC), and gastric
macroscopic analysis. We observed that animals treated with ATB-346 showed an
increase in the time to initial thrombus formation and total vessel occlusion after
thrombus induction, decrease hepatic fibrinogen expression and a reduction in plasma
H2S concentration, due to the synergistic effect of naproxen and TBZ. Thus, we
conclude that ATB-346 is effective in delaying the formation of thrombus in the brain

of mice by reducing plasma H2S concentration and hepatic fibrinogen expression.
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Introducéao
Hemostasia

Os vasos sanguineos presentes em organismos vivos permitem a circulacao
de células sanguineas e fluido que garantem a vigilancia imunoldgica, o fornecimento
de oxigénio e nutrientes e a eliminacao de residuos (CARMELIET; JAIN, 2011).

Estes vasos sdo revestidos por uma monocamada interna de células
endoteliais que sintetizam e liberam ativadores e inibidores da agregacao plaquetaria,
coagulacao sanguinea e fibrindlise (ARNOUT et al., 2006).

Frente a estimulos lesivos, que levam a injuria do endotélio dos vasos e
exposicao da matriz subendotelial, plaquetas circulantes aderem entre si a partir da
interacdo de moléculas como fibras de colageno, trombina e o fator de Von Willebrand
(VWF) com receptores plaquetérios, para impedir o extravasamento sanguineo
(ARNOUT et al.,, 2006, GOTO et al., 2015). Este processo é conhecido como
hemostasia e apresenta trés fases: hemostasia primaria, hemostasia secundaria e
fibrindlise (GRESELE et al., 2008).

A hemostasia primaria ocorre logo ap6s a lesdo vascular, com a exposicéo da
camada subendotelial. ApGs a lesdo, o musculo liso que envolve o vaso se contrai,
levando a vasoconstricdo. Esta acao tem como objetivo minimizar a perda de sangue
e aproximar as plaquetas circulantes do local lesionado (CASEY, 2003; GRESELE et
al., 2008). O processo de adesdo é iniciado com a interacdo entre o colageno
subendotelial e a glicoproteina plaquetaria VI (GPVI) e ligacdo entre o complexo
glicoproteina Ib-1X-V (GPIb-IX-V) ao VWF e a integrina leucocitaria aMB2 e a P-
selectina. Essas ligagdes induzem o aumento da expressdo de integrinas
plaguetarias, incluindo integrinas a2p1, que também se ligam ao colageno, e
integrinas allbp3 que se ligam ao fibrinogénio ou ao VWF, participando da agregacao
plaguetéaria (SCHARF, 2018; ZHANG et al., 2022).

Quando as plaquetas estao aderidas, a acdo de agonistas plaquetarios, como
coladgeno, trombina e epinefrina dao inicio a ativacdo plaquetaria a partir da ativagédo
de diversas cascatas bioquimicas no citosol.

Uma importante cascata € iniciada pelo estimulo da fosfolipase C, que hidrolisa
o fosfatidilinositol 3’4’ difosfato (PIP2), forma o inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP3 se liga a receptores do sistema tubular denso - principal sitio de

armazenamento de célcio (Ca?*) - induzindo o efluxo e elevando a concentracéo de



ions calcio no citosol. Uma vez no citosol, os ions calcio promovem a liberacdo de
granulos intracelulares, além de se associar a calmodulina, induzindo o rearranjo na
estrutura do citoesqueleto da plaqueta, mudando sua conformacé&o, de discos lisos
para esferas espinhosas (CASEY, 2003; VANNI, 2007; GRESELE et al.,2008).

O DAG é responsavel pela ativacdo da proteinoquinase C (PKC) que, assim
como o IP3, promove a liberagdo de componentes dos granulos intracelulares e
induzem a ativacéo do receptor de membrana glicoproteina llb/llla (GPIIb/111a).

Existem dois tipos de granulos plaquetérios: os granulos alfa, que sdo VWF,
trombospondina, plasminogénio, fibronectina e P-selectina. Estes, quando liberados,
aumentam 0S processos adesivos e promovem interacdo entre as células. Ja os
granulos densos, sao serotonina e adenina difosfato (ADP), estes promovem o
recrutamento de plaquetas, para que o tampdo plaquetario aumente via interacéo
ligante-receptor especifico na superficie plaquetaria.

O ADRP liberado se liga ao receptor purinérgico plaquetéario e, assim, participa
da ativacdo da cascata de proteinoquinase de ativagdo mitogénica (MAP quinase),
estimulando a fosfolipase A2 (PLA2), que hidrolisa a fosfatidilcolina (FC), causando a
liberacdo do acido araquidénico (AA), que por via acao da ciclooxigenase (COX) tem
como produto o tromboxano A2 (TXA2), que atua como potente agonista plaquetario
ligando-se a receptores plaquetarios (TPs) e atuando como vasoconstritor (VANNI,
2007; GRESELE et al., 2008).

Quando o receptor GPIIb/llla é ativado pela agdo de granulos plaquetarios, ele
muda sua conformacdo e passa a interagir fortemente com o fibrinogénio solavel
presente no plasma, assim ele medeia o processo de agregacdo e a formacao do
tampéo plaquetario (VANNI, 2007; GRESELE et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema simplificado da formacéo de trombos apds lesédo vascular. Extraida de
GRESELE et al. (2008).TF: fator tecidual; ADP: adenosina difosfato; vVWF: fator de Von
Willebrand; GPIb: glicoproteina Ib; PLA;: fosfolipase A2; AA: acido araquiddnico; COX:
ciclooxigenase; PGH.. prostaglandina H,; TxA2: tromboxano A2; TP: receptores plaquetarios;
Ca?* Célcio; cAMP: adenosina 3',5-monofosfato ciclico; GPVI: glicoproteina VI; GPla/lla:
glicoproteina la/lla; a2B3: integrina a2p3; P2Ys: receptores purinérgicos; PARS: receptores
acoplados a proteina G ativados por protease; colageno; trombina; fibrinogénio; proteinas G;
granulos densos; plaguetas.

Uma vez que o tampdao plaquetério esteja formado, é necesséario que ele seja
reforcado com um tampdo de fibrina. Sendo este, o objetivo da hemostasia
secundaria.

A hemostasia secundaria consiste em trés fases. A primeira é a fase de
iniciacdo, que ocorre com a liberacao do fator tecidual (FT), secretado principalmente
por células endoteliais apds lesdo vascular ou por ativagdo endotelial mediada por
substancias quimicas, como citocinas, e processos inflamatérios. O FT liberado ativa
o fator VII, formando o fator Vlla, que se liga ao FT, dando origem ao complexo
FT/FVlla, o qual ativa tanto o fator IX quanto o fator X, formando o fator 1Xa e o fator
Xa. O fator Xa pode dissociar-se da superficie celular e ser inativado pela antitrombina
Il e pelo inibidor da via do fator tecidual (TFPI). O fator Xa que permanece na
superficie da célula junto com o fator V convertem uma pequena quantidade de

protrombina em trombina, sendo este passo importante na fase de amplificacao.



A quantidade de trombina secretada na fase de iniciacdo amplifica o processo
da coagulacdo, causando ativacdo de mais plaquetas, aumentando a adesao
plaquetaria e ativando os fatores V em fator Va e o fator XI em fator Xla. O VWF é
lisado pela trombina e libera o fator Vllla. Sendo assim, na fase de amplificagéo temos
a formacéao dos fatores ativados Va, Vllla e 1Xa na superficie de plaquetas ativadas.

A Ultima fase da hemostasia secundaria, conhecida como fase de propagacéao,
tem como caracteristica a producdo de complexos tenases e protrombinases. O
complexo tenase é formado quando o fator IXa se desloca da célula responsavel pela
liberacdo de FT e liga-se ao seu receptor em plaquetas ativadas. O complexo tenase
(fator Vllla/IXa) ativa o fator X, que junto com o fator Va formam o complexo
protrombinase (fator Xa/fator Va). O complexo protrombinase é responsavel por
aumentar a producao de trombina, que converte o fibrinogénio em fibrina e ativa o
fator estabilizador da fibrina (fator XIII) para formar o tampé&o de fibrina (CAGNOLATI,
2017).

E a ultima fase da hemostasia € a fibrindlise. Nesta etapa, apdés o
tamponamento do vaso sanguineo pela rede de fibrina e plaquetas, as células
endoteliais liberam o ativador do plasminogénio tecidual (tPA), responséavel pela
conversdo do plasminogénio em plasmina, sendo a plasmina a responsavel pela
degradacédo da rede de fibrina, formando D-dimeros (TERUYA, 2021).

Trombose

O processo de coagulacdo € quase instantaneo, entretanto é necessario que
seja cuidadosamente regulado para evitar a formacdo indesejada de trombos,
conhecida como trombose, que pode comprometer o fornecimento de oxigénio e
nutrientes para um determinado 6rgédo, levando a sintomas indesejados, podendo
inclusive ser fatal. Para evitar isto, o endotélio vascular atua como uma superficie
antitrombdética (NORRIS, 2003).

A trombose € a principal causa de mortalidade e morbidade no mundo. De fato,
em 2010, uma em cada quatro mortes no mundo ocorreu em decorréncia de
processos tromboembolicos (WENDELBOE; RASKOB, 2016). Além disso, dentre os
sobreviventes, aproximadamente um ter¢co passa a viver com sequelas decorrentes
das situagdes clinicas advindas da formacao indevida de trombos, séo elas: o acidente
vascular encefalico (AVE), com consequente paralisia de membros, perda de
sensibilidade em regides do corpo, dificuldade para falar e/ou comer; o infarto agudo



do miocardio (AIM), que pode levar a insuficiéncia e/ou arritmias cardiacas; Ulceras
venosas, comumente associadas a dor, edema, e eritema; e o0 embolismo pulmonar,
caracterizada por manifestagcbes como dificuldade para respirar ou dor no peito.

Foi descrita pela primeira vez por Rudolph Virchow, no século 19, a relacdo
entre os trés fatores principais que contribuem para o desenvolvimento da trombose,
sdo eles: a estase do fluxo sanguineo, o dano a parede endotelial e a
hipercoagulabilidade. A partir desta pesquisa inicial, a fisiopatologia da trombose foi
extensamente estudada, a fim de melhor compreender a relacdo entre as plaguetas,
os fatores de coagulacdo, os anticoagulantes naturais e o sistema fibrinolitico
(SARVANANTHAN; DAS, 2012).

A trombose pode acontecer na circulagdo arterial ou venosa. A trombose
arterial € a causa da maioria dos casos de IAM e responsavel por cerca de 80% dos
casos de AVE, enquanto o tromboembolismo venoso é a terceira principal causa de
morte associada a doencas cardiovasculares (MACKMAN, 2008).

A principal causa da trombose arterial é a quebra de placa aterosclerotica —
acumulo de células lipidicas, inflamatorias, musculares e constituintes da matriz
extracelular na parede arterial. A ruptura de uma placa aterosclerética causa danos
no endotélio vascular e liberacdo de constituintes da placa no limen do vaso
sanguineo e consequentemente, induz o processo de coagulacdo (MACKMAN, 2008)
(Figura 2).

A trombose venosa profunda (TVP), por sua vez, ocorre com frequéncia em
grandes veias de membros inferiores, enquanto o tromboembolismo pulmonar (TEP)
€ uma complicacdo causada pelo desprendimento e alojamento do trombo na artéria
pulmonar, causando obstrucéo do fluxo sanguineo. Como principais mecanismos que
causam a trombose venosa figuram as alteracbes que reduzem ou impedem o fluxo
sanguineo, além de fatores genéticos e ambientais que podem aumentar a incidéncia
de tromboembolismo. Sabe-se que a cascata de coagulacdo é um evento que precisa
ser equilibrado, por exemplo, na doenca trombotica venosa hereditaria ha aumento da
atividade ou abundancia de proteinas que induzem a coagulacéao e/ou diminuicdo de
proteinas inibitorias, resultando na maior probabilidade de formagéo de trombos. Da
mesma forma, mutacdo pontual especifica no gene que codifica o fator V — presente
em cerca de 5% dos caucasianos — gera uma variante resistente a inativagédo pela

proteina C, ativada por protease anticoagulante, o que induz o aumento da



coagulacéo. Outro fator que pode gerar a trombose venosa € a alta quantidade de
fator tecidual circulante (MACKMAN, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo da formacdo de trombo arterial e venoso, sendo a) arterial; b)
venoso. Extraido de MACKMAN (2008).

Em relacéo a epidemiologia, dados da Sociedade Brasileira de Angiologia e de
Cirurgia Vascular (SBAVC) mostraram que entre janeiro de 2012 e maio de 2022, mais
de 425 mil brasileiros foram internados para tratamento de TVP e mais de 86 mil para
tratamento do TEP. Com isso, 0s autores observaram um aumento de 89% de
internacdes no Brasil por estas doencas em 10 anos (SBAVC, 2022). Ainda, um
levantamento da Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia (ISTH) mostrou
que pacientes hospitalizados com pneumonia por COVID-19 moderada e grave
possuem alta incidéncia de TEP, isso porque estes pacientes apresentam grande
resposta inflamatoria, podendo levar a formacdo de microcoagulos dentro dos
pulmdes, provavelmente contribuindo para altos niveis de mortalidade observados em
pacientes com pneumonia por COVID-19 (MASTEN, 2020). Como mais um dado
epidemioldgico, estima-se a prevaléncia de trombose arterial em 4% da populacao
com aumento proporcional a idade, variando de 0,9% abaixo dos 50 anos a até 14,5%
acima dos 70 anos (SBAVC, 2020).

O tratamento de ambas as tromboses difere. Na trombose arterial, o foco séo
medicamentos que atuam nas plaquetas, enquanto na trombose venosa, o foco séo
medicamentos que atuam nas proteinas da cascata de coagulagdo. Medicamentos
antitrombdéticos disponiveis atualmente sdo eficazes na reducdo de ambas as



tromboses em individuos com doencas cardiovasculares, entretanto o principal efeito
colateral é a hemorragia, fato que limita 0 uso desses agentes. Sendo assim, é
necessaria a continua pesquisa de novos medicamentos com maior eficacia de forma
a diminuir a indugéo de hemorragias (MACKMAN, 2008).

Sulfeto de hidrogénio e trombose

O sulfeto de hidrogénio (H2S) € um gas incolor, inflamavel, solivel em agua,
com caracteristico odor desagradavel de ovo podre. A inalacdo do H2S proveniente
de solos contaminados e locais de decomposicdo de material organico pode gerar
intoxicacdo dependente da concentracdo e do tempo de duragdo da exposicdo. Em
doses baixas, o H2S pode causar irritagéo ocular; ja em doses altas, pode causar leséo
pulmonar, asfixia e parada cardiorrespiratéria, podendo inclusive levar a morte
(SZABO; PAPAPETROPOULOS, 2017). Acredita-se que a intoxicacdo seja pela
inibicdo de enzimas respiratérias, principalmente a citocromo C oxidase. O efeito da
inibicdo da citocromo C oxidase € semelhante a rapida privacéo de oxigénio ou asfixia
(CHEN; WANG, 2012; GUIDOTTI, 1996).

O H2S também é sintetizado endogenamente em células de mamiferos,
principalmente pela agdo de quatro vias enziméaticas, sdo elas: a cistationina-y-liase
(CSE), a cistationina-B-sintase (CBS), a 3-mercaptopiruvato sulfurtransferase (3MST)
associada a cisteina aminotransferase (CAT) ea D-aminoacido oxidase (DAO) (
JULIAN et al., 2002; CHEN et al., 2004; CHEN; WANG, 2012; BELTOWSKI, 2019;
CAO et al., 2019). As primeiras trés vias utilizam L-cisteina como principal precursor
do H2S enquanto a DAO catalisa a transformacdo da D-cisteina em 3-
mercaptopiruvato, que em seguida da origem ao H2S por acdo da 3MST. A CBS
produz H2S principalmente ao catalisar a reacdo de L-homocisteina e L-cisteina a L-
cistationina e H2S. Em resumo, na presenca de L-cisteina, CBS gera H2S por uma
reacao de substituicdo beta que ocorre juntamente com a producdo de L-serina. Foi
visto ainda que a taxa de geragéo de H2S nessa reagéo é acelerada em até 23 vezes
na presenca de L-homocisteina (SINGH et al., 2009). CSE, por sua vez, produz H2S
ao catalisar tanto a via de eliminacao alfa e beta da L-cisteina como a via de eliminacao
alfa e gama da homocisteina. J& a producdo de H2S pela acdo da 3MST tem inicio
com a conversao de L-cisteina em 3-mercaptopiruvato (3MP) pela CAT, em seguida,
a 3MST transfere um atomo de enxofre do 3MP para ele mesmo, o que leva a
formacéao do persulfeto. H2S é entéo liberado do persulfeto na presenca de um agente



redutor, tal qual a tiorredoxina (XIE et al., 2016). Essas reacdes se dao no citoplasma
e/ou na mitocondria. Outra fonte de 3MP é a D-cisteina via acdo da DAO localizada
no peroxissoma. Trocas de metabdlitos entre o peroxissoma e a mitocondria levam a
ida de 3-MP para a mitocondria, onde ela é catalisada em H2S pela 3MST (SHIBUYA,
KIMURA, 2013). Esquema simplificado da sintese do H2S é visto na Figura 3. A DAO
€ exclusivamente localizada no cérebro e rins, a CBS é a mais expressa no cérebro
(LEE et al., 2009), entretanto, estudos mostraram a expresséo das enzimas CSE, CBS
e 3MST em diversos locais do organismo, incluindo vias respiratorias, figado, rins,
enterocitos, células do musculo liso vascular, Gtero, pancreas, midcitos cardiacos e
células do sistema imune, como neutrofilos, células natural killer (NK), células
dendriticas, entre outras (KAMOUN, 2004; DILEK et al., 2020). Vias ndo enzimaticas
também podem dar origem ao H2S a partir de persulfetos, tiossulfatos e polissulfetos
e na presenca de NADH ou NADPH (SEARCY; LEE, 1998; OLSON et al., 2013).
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Figura 3. Vias de sintese enddgena do H,S. CAT, cisteina aminotransferase; CSE,
cistationina-y-liase; CBS, cistationina-3-sintase; DAO, D-aminoacido oxidase; H.S, acido
sulfidrico; 3MP, 3-mercaptopiruvato; 3MST, 3-mercaptopiruvato sulfurtransferase; NADH,
nicotinamida adenina dinucleotideo; NADPH, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato.
Extraido de CAO et al. (2019).

Em relacéo a suas vias de degradacéo, sao trés: i. Dessulfuracéo a tiossulfato
por oxidacdo mitocondrial, e entdo a sulfito e sulfato; ii. Metilagdo citossélica a
dimetilssulfeto; e iii. Formacdo de sulfahemoglobina ao se ligar a hemoglobina
(HUGHES et al., 2009).

O H2S é um gasotransmissor semelhante ao 6xido nitrico (NO) e ao monoxido
de carbono (CO) e atua como mediador endégeno. As moléculas de H2S se movem
rapidamente através das membranas celulares sem a necessidade de transportadores
especificos e tem tempo de meia-vida (t12) plasmatico extremamente curto. Sao varios

0s processos biologicos afetados pelo H2S, dentre eles: divisdo celular, reparo e



metabolismo do DNA, modulacédo de proteinas quinase, regulacdo do ciclo celular e
organizacéo do citoesqueleto (SZABO, 2018). As ac¢les regulatorias do H2S se devem
a adicao de um grupo tiol as proteinas, com S-sulfetacéo ou formacédo de persulfeto
(-SHH) (MUSTAFA et al., 2009). Isso resulta em alteracdo das ag0es fisioldgicas das
proteinas modificadas, por exemplo, estimulando a abertura de canais de potassio
sensiveis ao ATP (Katp) e de potencial transitorio (TRP), inibindo fosfodiesterases de
AMPc e GMPc, aumentando as concentracdes intracelulares desses segundos
mensageiros e doando elétrons para a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
ao interagir com a enzima quinona sulfeto oxidorredutase (SZABO et al., 2014). Assim,
foi observado que, em concentracdes fisiologicas, 0 H2S é importante na manutencéo
das fungbes do sistema nervoso e cardiovascular (YANG, 2008; KIMURA, 2013) e
exogenamente administrado, foram vistos efeitos prolongando a vida, anti-inflamatorio
e no reparo de lesdes teciduais (GEMICI; WALLACE, 2015).

Neste sentido, foi visto que o H2S também influencia o processo de coagulagéo
sanguinea. De fato, experimentos utilizando um conhecido doador inorganico de
liberacdo réapida de H2S, o NaHS, mostrou acdo antitrombdtica do H2S em
concentracbes proximas as fisiolégicas, ao inibir diferentes etapas da ativacao
plaquetéaria e formacéo do trombo (ZAGLI et al., 2007). A acdo do H2S inibindo a
agregacdo plaquetaria envolve inibicdo da sinalizacdo mediada por Ca?* de forma
dependente do AMPc (NISHIKAWA et al., 2013; GRAMBOW et al., 2014). Sugere-se
que ocorre sulfetacdo de proteinas plaquetarias envolvidas com a exocitose de
granulos e mudanca na forma das plaquetas apds a sua ativacdo (GRAMBOW et al.,
2014). Foi verificada ainda acdo do H2S modificando propriedades adesivas de
importantes moléculas ndo plagquetarias, mas diretamente envolvidas com o0 processo
de coagulacédo, sao elas: colageno e fibrinogénio (MOREL et al., 2012). Além disso,
foi visto também que a acdo antioxidante do H2S pode responder por sua acéo
antitrombdtica (MOREL et al., 2012). De fato, espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio (ERONSs) podem levar a ativacao plaquetaria (GREGG et al., 2004). Outro
mecanismo envolve reducdo da expressdo da molécula de adesdo plaquetéaria P-
selectina por agédo do H2S (GRAMBOW et al., 2014). Apesar de grande parte dos
experimentos que mostraram papel do Hz2S sobre a coagulagdo sanguinea ter sido
realizado com doadores inorgéanicos, a liberacdo rapida do H2S por esses agentes
pode ser deletéria para células e tecidos; desta forma, agentes doadores de H2S com

cinéticas de atuacdo mais longas ou que atuem em locais compartimentalizados



dentro das células ou ainda agentes hibridos contendo doadores de H:S ligados a
moléculas que sabidamente interferem no processos de coagula¢ao sanguinea, como
os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), mas que causem menos reacgfes
adversas gastrintestinais, tem grande potencial de serem translacionados para a
clinica, na prevencao da formacéo de trombos em individuos suscetiveis (GUO et al.,
2013).

ATB-346: Possivel efeito sobre a formacéo de trombos

A acéo do H2S na hemostasia ainda néo é totalmente conhecida. Em relagdo a
sua participacdo na trombose, estudos mostraram que o H2S tem propriedades
antiplaquetarias por inibicdo do ADP, colageno, epinefrina, acido araquiddnico,
mimético de tromboxano e trombina (ZAGLI et al., 2007), exerce acdo antitrombadtica
pela regulacdo positiva da sintese de 6xido nitrico (KRAM, 2013) e pode regular a
trombogénese por interferir na atividade e agregacdo plaquetaria mediada por
moléculas de adesdo, causando diminuicdo de P-selectina, GPlb e GPlib/llla
(GRAMBOW, et al., 2014 ; OLAS, 2015). Em virtude dos efeitos fisiologicos do H2S no
organismo e participacdo na fisiopatologia de doengas, para o maior controle da
concentragéo de H2S no organismo, doadores de H2S foram sintetizados, com o intuito
de servirem como potenciais agentes terapéuticos.

Os doadores de H2S podem ser classificados em algumas classes, como:
doadores inorganicos de H2S, como o NaHS e NazS; precursores da sintese
enddgena de Hz2S, como N -acetilcisteina e a L -cisteina; doadores sintéticos de HzS,
como GYY4137 - um derivado do reagente de Lawesson - e hibridos de
antiinflamatorios ndo esteroides, como o ATB-337 - derivado do diclofenaco - e ATB-
346 - derivado do naproxeno (GUO et al. 2013). Neste projeto, estudaremos o efeito
de um deles no processo de formagédo de trombos, o hibrido ATB-346 (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura quimica do ATB-346.

O novo composto ATB-346 ([2-(6-metoxi-naftaleno-2-il)-acido propiénico 4-
tiocarbamoil-fenil éster]) foi criado com o intuito de melhorar o perfil terapéutico do
naproxeno — anti-inflamatério néo esteroide (AINE) frequentemente utilizado na clinica
por ser considerado o mais seguro do ponto de vista cardiovascular —, principalmente
no que se refere as reacdes adversas gastrintestinais, frequentemente observadas
com o uso prolongado e/ou com altas doses. Para isso, a tiobenzamida (TBZ) — porcéo
doadora de H2S - foi acoplada ao naproxeno (Figura 4). A partir dai, estudos
demonstraram atividade anti-inflamatdria semelhante ao composto original, na
auséncia de reac0es adversas gastrintestinais (WALLACE et al., 2020). Sua a¢ao anti-
inflamatoria se deve a mecanismo semelhante ao do naproxeno isoladamente, ou
seja, supressao rapida e duradoura (24h) da atividade da COX, com consequente
reducdo da sintese de prostaglandina E2 (PGE2) e tromboxano B2 (TXBz), reducdo da
infiltracdo leucocitaria e da concentragdo das citocinas inflamatorias, dentre elas,
interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-18) e da proteina quimiotatica para
monocitos 1 (MCP1) (DINGENEN et al., 2019; GLANVILLE et al., 2021). A atuacdo do
ATB-346 sobre a producéo de TXB:2 pode influenciar a hemostasia, inclusive de forma
benéfica na prevencdo da formacdo de trombos, mas isso ainda precisa ser
investigado (LELIEVRE et al., 2019).

Conclusbdes

Os resultados obtidos experimentalmente e contidos nesta dissertacao
mostram pela primeira vez o efeito do ATB-346 retardando o inicio e a ocluséo total
de vasos sanguineos cerebrais causados pelo efeito sinérgico do naproxeno e
tiobenzamida, portanto, funcionando como um potencial novo tratamento para a
trombose. O mecanismo de ag&o antitrombdtico pode decorrer também de um efeito
sinérgico de reducdo do H2S circulante e reducdo da expressao hepatica do
fibrinogénio.
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