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Resumo

A hiperplasia neointimal € um evento critico envolvido na fisiopatologia das
doencas oclusivas arteriais, como a reestenose apds a angioplastia com bal&o.
Acredita-se que o aumento das ciclo-oxigenases (COXs) e a reducédo do sulfeto
de hidrogénio (H2S), um gasotransmissor endogeno, desempenham papéis
importantes na remodelacéo vascular apos lesdo vascular. Assim, alguns anti-
inflamatorios nédo esteroidais (AINES), bem como doadores inorganicos de HzS,
se mostraram efetivos para prevenir a reestenose. A hipotese do trabalho € que
o Otenaproxesul, que é uma molécula hibrida do AINE Naproxeno acoplado a
um grupamento doador de H2S, previne a hiperplasia neointimal em
camundongos submetidos a ocluséo da artéria carétida. O objetivo foi investigar
o efeito do Otenaproxesul versus seu prototipo, Naproxeno, no remodelamento
arterial induzido por estenose carotidea. O projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), sob protocolo 13/2019.
Camundongos machos C57BL/6 (10 semanas) foram submetidos a ocluséao total
da artéria carétida comum esquerda para promover a cessacdo do fluxo
sanguineo local. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (N=
5-7): sham (falso operado), estenose, estenose + Naproxeno (10 mg/kg) e
estenose + Otenaproxesul (16 mg/kg). Para os tratamentos, as drogas foram
administradas localmente por sua inclusdo em um hidrogel de polimero
(Pluronic®). Apos 21 dias, foi realizada afericdo da presséo arterial sistolica
(PAS) e andlise da perfusdo sanguinea por laser doppler de ponto Unico nas
artérias carotidas. Posteriormente, os animais foram submetidos a eutanasia, 0s
tecidos foram coletados e processados para analise morfométrica em laminas
coradas com hematoxilina-eosina, imunomarcacéao para COX-1, COX-2 e MMP-
2, determinacdo por sondas florescentes dos niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROs), oxido nitrico (NO) e atividade gelatinolitica (zimografia in situ).
N&o houve alteracdo da PAS entre os grupos. O grupo estenose apresentou uma
reducdo da perfusado local comparado ao grupo sham, e apenas o tratamento
com Otenaproxesul foi capaz de reestabelecer essa perfusdo. O espessamento
neointimal e o estreitamento luminal induzidos pela estenose da artéria carétida
foram reduzidos parcialmente pelo Naproxeno e abolidos pelo Otenaproxesul. A
estenose foi acompanhada do aumento das COX-1 e -2. O Naproxeno e o
Otenaproxesul reduziram os niveis de COX-1, entretanto, apenas Otenaproxesul
preveniu o aumento de COX-2. A estenose da artéria carétida induziu o aumento
na geragdo de EROs e a reducdo nos niveis de NO. Ambos os tratamentos
causaram efeitos antioxidantes. Contudo, apenas o Otenaproxesul restaurou 0s
niveis de NO. A expressdo e a atividade de MMP-2 foram aumentadas pela
oclusdo da artéria carotida e reduzidas apenas pelo Otenaproxesul. Em
conclusdo, a oclusdo da artéria carotida induziu a formacdo da camada
neointima, processo que envolveu a regulacao positiva das COXs. O tratamento
com o Otenaproxesul foi superior ao Naproxeno sobre a melhora de parametros
morfométricos e de perfusdo, bem como sobre a regulacdo dos niveis de
mediadores de hiperplasia intimal. Estes dados sugerem que o H2S e a inibicdo
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de COX tém efeitos sinérgicos sobre a melhora do remodelamento vascular e
gue Otenaproxesul € uma alternativa para prevencéo de reestenose.

Palavras-chave: Anti-inflamatorio ndo esteroidal; ciclo-oxigenase; hiperplasia
neointimal; remodelamento arterial; Otenaproxesul; sulfeto de hidrogénio.



Abstract

Neointimal hyperplasia is a critical event involved in the pathophysiology of
arterial occlusive diseases, such as restenosis after balloon angioplasty.
Increased cyclooxygenases (COXs) expression and reduced level of hydrogen
sulfide (H2S), an endogenous gasotransmitter, play a role in vascular remodeling
after vascular injury. Therefore, some non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAID), as well as inorganic H2S donors have been shown promising effects in
preventing restenosis. We hypothesized that Otenaproxesul, which is a hybrid
molecule of Naproxen coupled to an H2S-realising group, prevents vascular injury
in mice submitted to occlusion of the carotid artery. The aim was to investigate
the effect of Otenaproxesul versus its prototype drug, Naproxen, on arterial
remodeling induced by carotid stenosis. All the procedures were approved by the
Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA/UFMG), under protocol number
13/2019. Male C57BL/6 mice (10 weeks) were submitted to total occlusion of the
left common carotid artery to promote the cessation of local blood flow. The
animals were divided into four experimental groups (N= 5-7): sham (false
operated), stenosis, stenosis + Naproxen (10 mg/kg) and stenosis +
Otenaproxesul (16 mg/kg). For local drug delivery in the external carotid artery,
drug-loaded hydrogel formulations were made using a commercial polymer
hydrogel (Pluronic®). After 21 days, non-invasive systolic blood pressure (SBP)
was measured, and blood perfusion in the carotid arteries was analyzed by
single-point laser doppler. Thereafter, the animals were euthanized, the tissues
were collected and processed for morphometric analysis on sectioned arteries
stained with hematoxylin-eosin; immunostaining for COX-1, COX-2, and MMP-2;
determination of reactive species of oxygen (ROS), nitric oxide (NO) levels, and
gelatinolytic activity (in situ zymography) by fluorescent probes. There was no
change in SBP between groups. Carotid artery ligation resulted in a reduction of
doppler flow compared to the sham group, which was fully restored by
Otenaproxesul. Neointimal thickening and luminal narrowing induced by carotid
artery stenosis were partially reduced by Naproxen and abolished by
Otenaproxesul. Stenosis was accompanied by stronger immunostaining for both
COX-1 and -2. Naproxen and Otenaproxesul reduced COX-1 levels, whereas
only Otenaproxesul reversed the increase in COX-2 fluorescence staining.
Stenotic arteries presented increased ROS generation and reduced NO levels.
Both drugs exhibited antioxidant effect. Importantly, only Otenaproxesul restored
NO levels. The expression and activity of MMP-2 were increased by occlusion of
the carotid artery, which was reduced only by Otenaproxesul. In conclusion,
neointima formation is correlated to the positive regulation of COX enzymes.
Otenaproxesul was superior to Naproxen in improving the morphometric and
perfusion parameters, as well as in regulating the levels of mediators of intimal
hyperplasia of injured arteries. These data suggest that H2S and COX inhibition
have synergistic effects on the amelioration of vascular remodeling and that
Otenaproxesul is a therapeutic alternative for preventing restenosis.

Keywords: Non-steroidal anti-inflammatory; cyclooxygenase; neointimal
hyperplasia; arterial remodeling; Otenaproxesul; hydrogen sulfide.
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1. Introducéo

As doencas vasculares estdo relacionadas a elevados indices de
mortalidade no mundo, como o Infarto Agudo do Miocardio (IAM) e Acidente
Vascular Cerebral (AVE). Biologicamente, as doengas vasculares sao
complexas e mais estudos sdo necessarios para uma melhor compreenséo
sobre suas causas e consequéncias. A funcdo vascular é definida por
caracteristicas estruturais e funcionais da parede vascular, que podem ser
modificadas em resposta a estimulos hemodindmicos, doencas ou
envelhecimento, resultando no remodelamento arterial (Van Varik et al., 2012).

O remodelamento arterial também pode ocorrer como resultado de lesdes
mecanicas decorrentes de procedimentos cirargicos vasculares como
angioplastia com baldo com ou sem implante de stent, endarterectomia ou
enxerto de bypass cirargico (Libby et al., 2019). Como resultado disso, ao longo
do tempo ocorre o espessamento da parede vascular e desenvolvimento da
hiperplasia neointimal, também conhecida por reestenose, o que limita o sucesso
das intervencdes vasculares (Nakazaki et al., 2019; Zain et al., 2020).

A hiperplasia neointimal € uma resposta fisioldgica de cicatrizacdo que
ocorre devido a lesdo da camada endotelial das artérias com consequente
proliferacdo e migracdo de células musculares lisas vasculares (CMLVs) da
camada média para a camada intima. E um quadro extremamente complexo que
engloba diversas linhagens celulares e mudltiplas vias de sinalizacéo
molecular. Sendo assim, existem varios alvos possiveis para a inibicdo desse
processo (Herring et al., 2014; Herring et al., 2017; Nakazaki et al., 2019).

Com a descoberta do processo de reestenose apds implante de stents,
varios estudos foram realizados com intuito de reduzir as taxas de hiperplasia
neointimal. Dessa forma, surgiram os stents farmacolégicos (SF), que liberam
drogas antiproliferativas que reduzem a proliferacdo de CMLVs (Moses et al.,
2003). Essa descoberta levou ao aumento da expectativa no meio clinico quanto
a prevencao da reestenose. Entretanto, foi demonstrado que o seu uso leva a
uma reducdo consideravel, mas ndo abole completamente a hiperplasia
neointimal (Moses et al., 2003; Stone et al., 2004).
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Inicialmente, pensava-se que a proliferacdo de CMLVs ocorria
principalmente pela liberacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF). Em consequéncia disso, diversos farmacos antitromboticos e
antiplaquetarios foram testados em modelos animais. Contudo, néo
apresentaram resultados promissores em humanos. Dessa forma, drogas que
atuavam na inibichio da mitose celular foram produzidos para serem
incorporados aos SF e promoverem localmente seus efeitos antiproliferativos
(Huang e Houghton, 2001; Richardson e Kaye, 2005).

Ensaios experimentais e clinicos avaliaram diversos farmacos, em
especial o Sirolimus e o Paclitaxel, que exibiram uma acentuada diminuicao da
reestenose apods implante de stent. O Sirolimus, também conhecido por
Rapamicina, € uma lactona macrociclica natural produzida pelo Streptomyces
hygroscopicus, e possui propriedades imunossupressoras e antiproliferativas em
células de mamiferos. Sua acdo se da pela inibicdo alostérica da proteina
“Mammalian target of ripamycin” (mTOR) ao formar um complexo com a proteina
imunofilina ou FKBP12, e impede a continuidade do ciclo celular, parando na
fase G1 para afase S (Chung et al., 1992; Kuo et al., 1992; Price et al., 1992). O
Paclitaxel € um agente citotdxico contra diversos tumores, que atua no bloqueio
da progressdo do ciclo celular. Seu efeito € conhecido por promover a
estabilizacdo de microtubulos formados, impedindo sua despolimerizacao que €
necessaria a replicacdo celular e, dessa forma, bloqueia o processo de divisao
celular (Li et al., 2014). Ambos 0os compostos atuam na inibicdo da progressao
do ciclo celular impedindo a proliferagdo de CMLVs.

A taxa de reestenose angiografica foi significativamente reduzida em
cerca de 70-80% com os SF, entretanto, a hiperplasia neointimal permanece
como um assunto importante de estudos em andamento (Moses et al., 2003).
Para uma prevencdo efetiva da hiperplasia neointimal, além dos efeitos
antiproliferativos e antimigratérios de CMLVs, as drogas liberadas dos stents
devem facilitar o processo de reendotelizacdo, a fim de se evitar a trombose
tardia, além de atuar na inibicdo da resposta inflamatoria apés leséo vascular
induzida pelo procedimento endovascular e na modulagéo de mediadores locais

envolvidos na hiperplasia neointimal. Como os SF sdo amplamente utilizados na
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prevencdo da reestenose, sdo necessarias drogas mais eficazes e que
melhorem os desfechos clinicos (Garcia-Garcia et al., 2006).

Atualmente, o Sirolimus e Paclitaxel dominam a prética clinica, a medida
que alternativas terapéuticas vao surgindo. Diversas drogas estdo sob
investigacdo na busca por mecanismos relacionados ao desenvolvimento da
hiperplasia neointimal, sejam como compostos Unicos ou combinados com
agentes antiproliferativos. Dentre essas drogas, alguns estudos investigaram o
efeito de anti-inflamatorios nao esteroidais, os AINEs, que sédo drogas que inibem
a atividade das enzimas ciclo-oxigenases (COXs), como potenciais agentes
terapéuticos para o tratamento da reestenose (Raines e Ferri, 2005).

AINES, como o sulindaco, diclofenaco, ibuprofeno, acido acetilsalicilico e
indometacina, mostraram uma inibicdo dose-dependente e ndo citotdxica do
crescimento de CMLVs através de mecanismos de bloqueio do ciclo celular
(Brooks et al., 2003; Raines e Ferri, 2005).

Paralelamente, muitos estudos tém discutido sobre o envolvimento do
sulfeto de hidrogénio (H2S) nesse processo, mostrando que ele limita a
inflamacéo, inibe a proliferacdo de CMLVs e protege 0s vasos sanguineos (Lu et
al., 2014; Osmond e Kanagy, 2014; Polhemus e Lefer, 2014; Wallace, Motta, et
al., 2018). Nesse contexto, moléculas doadoras de H2S vém sendo sintetizadas,
algumas vezes, de forma mista com outro farmaco ja existente. Baskar et. al.
(2008) demonstraram em um estudo in vitro que um AINE ligado a uma fracédo
doadora de H2S, o S-diclofenaco, foi capaz de inibir a proliferagédo de CMLVs de
aortas de maneira dose dependente e nédo citotdxica (Baskar et al., 2008).

Dessa forma, nds avaliamos os efeitos do Otenaproxesul, uma molécula
doadora de H2S derivada do Naproxeno, um dos AINEs mais utilizados na pratica
clinica. O Naproxeno apresenta risco cardiovascular reduzido se comparado a
outros AINEs, principalmente em relacéo aqueles que sao inibidores seletivos da
ciclo-oxigenase do tipo 2 (COX-2) (Angiolillo e Weisman, 2017). Além disso, o
fato de ndo elevar substancialmente a pressado arterial sistélica e da sua
capacidade de inibir a agregacdo plaquetéaria, contribuem para o seu melhor
perfil de seguranca (Angiolillo e Weisman, 2017).

Assim, sabendo dos efeitos anti-inflamatorios e antiproliferativos do

Otenaproxesul, este estudo visa investigar os efeitos conjuntos da inibicdo das
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COXs e de liberagédo do H2S sobre o processo de remodelamento arterial que
ocorre na hiperplasia neointimal, e analisar o envolvimento de mediadores locais
na formacao de neointima. Compreender como esses componentes participam
da fisiopatologia da hiperplasia neointimal é importante para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas eficazes para melhorar os resultados a longo prazo

e obter o controle completo da reestenose.

1.1 Fisiopatologia da hiperplasia neointimal

Embora seja comum o desenvolvimento da hiperplasia neointimal, que em
geral é assintomatica em seu estado inicial, uma intervencédo percutanea bem
sucedida melhora a qualidade de vida de pacientes com isquemia grave (Inoue
et al.,, 2011). Porém, a reestenose € um fator de limitacdo a longo prazo dos
procedimentos cirdrgicos endovasculares. Esse processo € definido pelo
espessamento da camada intima, que ocorre como uma resposta adaptativa em
decorréncia da lesédo vascular gerada pela angioplastia, implante de stent ou
reparo cirargico (Mitra e Agrawal, 2006). Com a progressao da reestenose, esse
remodelamento é associado a mudancas estruturais, mecanicas e
hemodinamicas que predispdéem a complicacdes vasculares.

Os vasos sanguineos sdo formados por trés camadas distintas: intima,
média e adventicia. A camada intima possui uma monocamada de células
endoteliais (CE), na camada média sdo encontradas CMLVs, enquanto a
adventicia é constituida de elementos do tecido conjuntivo (Figura 1) (Inoue et
al., 2011; Zain et al., 2020). Na hiperplasia neointimal, ocorre o acumulo de
fibroblastos e CMLVs na camada intima da artéria e deposicdo de componentes
da matriz extracelular (MEC). O resultado desse processo é 0 espessamento da
camada intima, denominada neointima, levando a reducdo da area luminal

(Figura 2) (Godin et al., 2000).
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Figura 2: Arquitetura da parede arterial e seus componentes da matriz
extracelular (MEC). A parede do vaso tem uma arquitetura de trés camadas: a
tdnica intima, a tunica média e a tunica adventicia. Os principais elementos da
parede arterial compreendem o componente celular da vasculatura como CE,
CMLVs, FAs e o componente MEC do vaso, que contribuem para a estrutura de
uma vasculatura funcional. CE: célula endotelial; BM: membrana basal; LEI:
lamina elastica interna; CMLVs: células musculares lisas vasculares; LEE:
lamina elastica externa; HSPG-2: proteoglicano 2 de sulfato de heparano; VWF:
fator de von Willebrand; TI: tdnica intima; TM: tdnica média; TA: tunica
adventicia; FAs: fibroblastos adventicios.(Chelladurai et al., 2012).

Devido a lesdo endotelial arterial, uma cascata de eventos € iniciada para
o desenvolvimento da camada neointima. Os procedimentos cirdrgicos
endolumiais provocam danos ao endotélio arterial resultando na exposicédo do
colageno e do fator tecidual, desencadeando a ativacao de plaquetas e a cascata
de coagulagdo com posterior formacdo de um tampao plaquetario (Mitra e
Agrawal, 2006; Inoue et al., 2011). Na auséncia de endotélio intacto, plaquetas
e leucocitos se acumulam no local e liberam uma série de fatores de crescimento

e citocinas, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
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crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento transformante
beta (TGF-B), fator de necrose tumoral (TNF)-q, interleucina (IL)-1, interleucina
(IL)-8, aminas vasoativas, prostaglandinas, fator de Von Willebrand (VWF),
espécies reativas de oxigénio (EROs) dentre outros (Figura 2) (Otsuka et al.,
2012; Van Varik et al., 2012).

. . LIy Hiperplasia
Normal Hiperplasia neointimal /7 neointimal camadap gventicia

Endotélio

Média

Adventicia

[0 Célula endotelial S Célula endotelial lesada <S> MLV “\&u CMLV ativada @ Neutrofilo ) Macrofago @ Plaquetas e Fibroblastos

Figura 2: Componentes fisiopatoldgicos que levam ao remodelamento arterial
na hiperplasia neointimal. Imagens representativas em corte transversal da
parede arterial. Condicdes normais. Hiperplasia neointimal. A hiperplasia
neointimal apresenta como caracteristica principal o espessamento da parede
arterial, causado pela degradacdo da fibra elastica e deposicdo de matriz
extracelular, como o colageno, que contribuem para a adaptacdo da parede
arterial. O processo é complexo envolvendo agregacdo plaquetaria, liberacéo de
citocinas inflamatérias, fatores de crescimento, estresse oxidativo, entre outros.
Abreviaturas: COXs, ciclo-oxigenases; FGF, fator de crescimento derivado de
fibroblastos; IL-1, interleucina 1; IL-8, interleucina 8; PGDF, fator de crescimento
derivado de plaquetas; EROs, espécies reativas de oxigénio; TGF-3, fator de
crescimento transformador beta; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa. Adaptado
de Hu e Wa, 2012.

Em seguida, € iniciada a formacao de um tecido de granulagéo, onde CEs
se proliferam por toda a extenséo da leséo, ao passo que CMLVs e macréfagos
substituem o coagulo de fibrina pelo tecido de granulacdo. Esse novo tecido
formado é composto por macréfagos, que além de ampliar a resposta
inflamatoria através da secrecao de varias citocinas e quimiocinas, vao fagocitar
fragmentos celulares (Campbell e Campbell, 2012). Os macrofagos, juntamente

com as plaquetas e CEs, também liberam fatores de crescimento que iréo
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favorecer a proliferacdo das CMLVs e CEs, que sdo importantes para curar a
superficie que foi lesionada (Wight e Potter-Perigo, 2011).

A partir dai, o tecido inicia o processo de remodelamento onde as CMLVs
proliferam e migram da camada média em direcdo a camada intima em resposta
a estimulos mitogénicos e se diferenciam do seu fendtipo contratil para um
sintético. Em estado normal, as CMLVs exibem um fenétipo de células contrateis,
devido a presenca de algumas proteinas, tais como, a-actina, miosina, SM-22aq,
smoothelin e caldesmon-h. Entretanto, em condi¢cdes patologicas, as CMLVs
assumem um estado ativado em resposta a varios estimulos, incluindo ativacao
de fatores de crescimento e liberacdo de citocinas pelo endotélio lesado e
leucécitos infiltrantes, levando a transi¢éo fenotipica do seu estado contratil para
o estado ativado (Campbell e Campbell, 2012; Herring et al., 2017). Esse
processo € acompanhado por um aumento da secrecdo de metaloproteinases
de matriz (MMPs) e da producdo de componentes da MEC, particularmente, os
proteoglicanos, que facilitam a remodelacdo da MEC (Owens et al., 2004;
Rensen et al., 2007).

As MMPs sé&o endopeptidases dependentes de zinco (Zn?*) e célcio (Ca?*)
que degradam varias proteinas que constituem a MEC, como as fibras de
colageno, elastina, fibronectina e laminina. Por essas funcdes, as MMPs
participam da remodelacéo fisioldgica de tecidos e no controle da migracédo e
proliferacdo de células adjacentes (Van Varik et al., 2012). Um desequilibrio
entre a sintese e a degradacdo das MMPs provoca alteracdes indesejaveis na
estrutura da MEC (Galis e Khatri, 2002; Newby, 2006).

Foram descritas cerca de 28 isoformas de MMPs, que se diferem de
acordo com a sua estrutura, tipo celular e com o substrato que elas degradam.
As gelatinases, MMP-2 e MMP-9, sdo encontradas na camada intima e camada
média das artérias, onde a MMP-2 é expressa de maneira constitutiva, e por
outro lado, a MMP-9 é expressa de forma induzida. As MMP-2 e MMP-9
possuem estruturas diferentes das outras MMPs, pois apresentam dominios
semelhantes a fibronectina, que conferem especificidade ao substrato como
colageno, gelatina (colageno desnaturado) e elastina (Figura 3) (Back et al.,
2010).
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Figura 3: A estrutura das gelatinases. As MMP-2 e MMP-9 apresentam uma
sequéncia sinalizadora (sequéncia sinal N) ligada a um dominio pré-peptidico
(pré-peptideo + interruptor de cisteina) acoplado a um ion Zn?*. Em seguida, esta
disposto o dominio catalitico com trés repeticdes de fibronectina ligados ao
dominio de hemopexina junto a por¢cao C-terminal. (Fanjul-Fernandez et al.,
2010)

Em artérias, a sintese de MMPs pode ser induzida por citocinas, peptideos
vasoativos e EROs (Liu et al., 2016; Willecke et al., 2019). A atividade de
degradacédo de MEC exercida pelas MMP-2 e MMP-9 sdo fundamentais para
migracéo celular e remodelamento arterial na hiperplasia neointimal (Godin et
al., 2000; Johnson e Galis, 2004). A atividade aumentada dessas enzimas esta
envolvida na deposicdo de MEC, o que leva ao aumento da rigidez arterial
(Figura 4).

23



y /./-‘:s\ D
e \@EE
C
Condicées normais 4 / MLVs

Sy e
e —=
Injuria vascular \\‘

Estresse oxidativo

15
oS
<3 ~TTTe™ F
a s ' ———_ ~a—
=S MMP-2 MMP-2 MMP-2
=2 MMP-9 MMP-9 MMP-9
o 2 TIMP-1 MT1- MMP MT1- MMP
b S TIMP-2 Elastases Elastases
=}
IN E - -
g o N *\ N,
-9 -
= T _ o
oo Migracao de CE Migrac3o e proliferacio = Transdiferenciacdo de
& £ de CMLVs FB e sintese

E de colageno

Hiperplasia neointimal

Figura 4: Metaloproteinases de matriz (MMPS) na patogénese da hiperplasia
neointimal. Estimulos mecéanicos (exdgenos) e hemodindmicos, estresse
oxidativo, inflamacao, causam lesdo vascular e, subsequentemente, promovem
a producdo anormal de fatores de crescimento e citocinas (como fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico,
fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento transformador-
B (TGF) - B, fator de necrose tumoral (TNF) —qa, e citocinas como a interleucina
(IL) -1B que arbitram as alteragdes fisiopatoldgicas na vasculatura por meio da
modulacdo da expressao e regulacdo de MMP. A desregulacdo de MMPs esta
implicada em varios processos fisiopatoldégicos, como migracdo de células
endoteliais (CE), migragéo e hiperplasia de células musculares lisas vasculares
(CMLVs), transdiferenciacdo de fibroblastos (FB), aumento da renovacédo da
matriz extracelular e recrutamento de células inflamatorias, facilitando a
progressdo do processo de remodelacdo vascular e estabelecimento da
hiperplasia neointimal. FB: fibroblastos; LEE: lamina elastica externa; LEI: lamina
elastica interna; bFGF: fator basico de crescimento de fibroblastos; EROs:
espécies reativas de oxigénio; TIMP: inibidor tecidual de metaloproteinase; MT1.:
membrana tipo 1. Adaptado de Chelladurai et al., 2012.
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Johnson e Galis, 2004, demonstraram que a deficiéncia genética de MMP-
2 e MMP-9 reduziram a migracdo de CMLVs in vitro e limitou a formacédo da
hiperplasia neointimal in vivo. Outros estudos confirmaram esses resultados,
mostrando uma diminuicdo no desenvolvimento da hiperplasia neointimal em
animais knockout para ambas as enzimas (Kuzuya et al., 2003; Guo et al., 2014).
Além disso, foi demonstrado in vitro a migracdo de CMLVs ap0s estimulo com
TNF-a ocorre de forma dependente de MMP-9 e a proliferacdo dessas células
apos estimulacdo com PDGF ocorre por um mecanismo dependente de MMP-2
(Guo et al., 2014).

Outro componente importante na fisiopatologia da hiperplasia neointimal
€ 0 6xido nitrico (NO). O NO é um gas produzido endogenamente, com meia-
vida na ordem de segundos e € amplamente difusivel, o que facilita sua acdo em
células adjacentes (Barbato e Tzeng, 2004). Sua sintese ocorre através de uma
familia de éxido nitrico sintases (NOS) que produzem NO e citrulina por meio da
oxidagao da L-arginina. Existem trés isoformas de NOS, sendo que, duas delas
sdo expressas de maneira constitutiva: a NOS neuronal (nNOS ou NOS-1) e a
NOS endotelial (eNOS ou NOS3). A terceira isoforma € induzivel, INOS ou NOS-
2, e é expressa por uma variedade de células, como macrofagos, células
endoteliais, CMLVs, entre outras (Cyr et al., 2020).

O NO possui papel protetor em lesbes vasculares, como inibicdo da
proliferacdo e migracdo de CMLVs, aumento da proliferacdo e migracdo de
células endoteliais, suprime a agregacdo plaguetaria e promove inibicdo da
adesdao de leucdcitos, mondcitos e de plaquetas ao endotélio (Rudic et al., 1998;
Zhang et al., 2006; Bahnson et al., 2015). A juncdo desses efeitos auxilia no
controle de eventos associados ao desenvolvimento da hiperplasia neointimal
(Bahnson et al., 2015). Na vasculatura, o NO é produzido em especial pela
enzima eNOS e seu papel na hiperplasia neointimal tem sido estudado por meio
de animais knockout para a NOS e inibidores de NOS. Camundongos knockout
para a eNOS e submetidos a cirurgia de ligadura da artéria carétida
apresentaram remodelamento arterial exacerbado, se comparados a animais
selvagens, além exibir uma resposta hiperplasica da parede arterial (Rudic et al.,
1998; Zhang et al., 2006; Bahnson et al., 2015). A inibicdo farmacoldgica da

eNOs também exibiu resultados similares. Em um modelo de lesdo da artéria
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carotida em ratos e tratados com N-Nitro-L-Arginina, apresentaram um aumento
do crescimento de CMLVs na intima das artérias carotidas (Fischer et al., 2004).
Por outro lado, o tratamento com doador de NO, seja administrado de forma
sistémica ou local, inibiu a hiperplasia neointimal apos intervencdes vasculares
(Havelka et al., 2013; Bahnson et al., 2016) . Esses estudos sugerem que uma
falha na via de sintese de NO promove remodelamento arterial anormal e
formacdo da hiperplasia neointimal, evidenciando o papel critico do NO

endoégeno na manutencdo da homeostase vascular.

1.2 Papel das ciclo-oxigenases (COXs) na fisiopatologia da reestenose

Diversos estudos demonstraram a participacdo das ciclo-oxigenases
(COXs), COX-1 e COX-2, na fisiopatologia na reestenose (Rudic et al., 2005;
Ogawa et al., 2009; Tang et al., 2014). Estas isoenzimas possuem funcéo
importante no controle da homeostase vascular, além de serem mediadores
chaves da inflamacéo, inclusive em doencas vasculares (Mcadam et al., 2000;
Parente e Perretti, 2003). Em condi¢des fisioldgicas, as COXs catalisam a
conversdo do &cido araquidénico (AA) em varios mediadores lipidicos,
chamados prostaglandinas (PGs) e tromboxanos. A catalise do AA pelas COXs
resulta na producéo da prostaglandina PGG2, e um dominio peroxidase catalisa
a reducao de PGG2 em um endoperoxido instavel, a PGH2 (Grosser et al., 2017).
Através da acdo de determinadas sintases a jusante da via de sinalizacéo, a
PGH: é convertida em tromboxano Az (TxAz), nas prostaglandinas PGE2, PGDx,
PGF2q e prostaciclina (PGI2) (Harirforoosh et al., 2013; Grosser et al., 2017).

A isoforma COX-1 é expressa de forma constitutiva em varios tecidos do
organismo, apesar de também apresentar participacdo em situacdes patoldgicas
como a inflamacéo. A COX-1 é a Unica isoenzima expressa em plaquetas, onde
estimula a sintese de TxAz, levando a agregacao plaquetaria, vasoconstricao e
proliferacdo de CMLVs, que contribuem para o remodelamento vascular
(Grosser et al., 2006; Grosser et al., 2017). O TxA2 € um dos componentes
responsaveis pelo risco aumentado de eventos cardiovasculares quando sua

producao e sua atividade estdo aumentadas. Dessa forma, a inibicdo de COX-1
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suprime a sintese de TxAz, diminuindo consideravelmente efeitos adversos no

sistema cardiovascular (Grosser et al., 2017).

Por outro lado, a expressdo de COX-2 € aumentada em especial durante
processos inflamatorios, apesar de j&4 ter sido demonstrado sua expressao
constitutiva em tecidos do sistema nervoso central, rim e também em células
endoteliais (Harris et al., 2004; Martin et al., 2007; Rios et al., 2012; Tang et al.,
2014; Xu et al., 2014; Yagami et al., 2016; Marqués et al., 2020). A COX-2 tem
sua sintese induzida por estimulos como estresse de cisalhamento, fatores de
crescimento, além de citocinas inflamatorias como IL-1, IL-2 e TNF-a (Harris et
al., 2004; Krotz et al., 2005).

Diversos inibidores da atividade das COXs, os AINES, sdo amplamente
utilizados na clinica devido a eficacia no tratamento da dor e inflamacé&o. Apesar
de serem eficientes no tratamento dessas condi¢cdes, o uso crénico pode
provocar efeitos adversos, como o0 aparecimento de Ulceras gastricas
decorrentes da inibicdo de COX-1 no trato gastrointestinal (TGI) (Harirforoosh et
al., 2013; Grosser et al., 2017; Garcia-Rayado et al., 2018), além de agravarem
a hipertensao pré-existente em individuos, tornando-os propensos a desenvolver
hipertenséo arterial por disfungéo renal (Zheng e Du, 2014; Bruno et al., 2019).
Na tentativa de reduzir tais efeitos colaterais, surgiram os AINEs seletivos (s-
AINES), que atuam na inibicdo seletiva da isoforma COX-2, enquanto 0s nao
seletivos (ns-AINES) inibem ambas as enzimas. Com o surgimento dos
inibidores seletivos de COX-2, esperava-se que esses farmacos nao
apresentassem os efeitos colaterais sobre o TGI. Entretanto, surgiram relatos de
eventos tromboticos no sistema cardiovascular, seguidos de morte, em
pacientes com doenca cardiovascular prévia (Khan et al., 1998; Parente e
Perretti, 2003; Krotz et al., 2005). Possivelmente, tal efeito ocorre devido a um
desequilibrio entre a sintese de TxA:2 proveniente de COX-1 plaquetaria, e da
PGl2 pelo endotélio, via COX-1 e COX-2. Como o0 TxA:z possui efeitos pré-
trombodticos e vasoconstritores, enquanto a PGl é antitrombotica e
vasodilatadora, a inibicdo de COX-2 leva a uma reducéo de PGI2 endotelial, e a
sintese de TxA: pelas plaquetas é mantida, favorecendo a agregacéo plaquetéria

e formacgéo de trombos (Araujo et al., 2005; Hilario et al., 2006).
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Neste trabalho, discutiremos o papel das COXs na fisiopatologia da
hiperplasia neointimal e os efeitos da inibicdo farmacoldgica dos AINEs sobre
esse processo. Diversos estudos experimentais e clinicos demonstraram
evidéncias que implicam a COX-1 e COX-2. O primeiro relato descrito de que os
AINEs podem exercer efeitos sobre o crescimento celular foi demonstrado por
Waddell e Loughry (1983), mostrando que o sulindaco reduziu significativamente
o tamanho de pdlipos colbnicos de pacientes com sindrome de Gardner (Waddell
e Loughry, 1983). Estudos posteriores demonstraram que o salicilato de sédio,
aspirina e o sulindaco, se administrados em elevadas concentracfes, sao
capazes de inibir células tumorais e CMLVs (Aas et al., 1995; Marra e Liao,
2001). Esses resultados levaram a investigagdo sobre qual seria o potencial
terapéutico desses farmacos para o tratamento de doencas vasculo-
proliferativas, como a hiperplasia neoitimal. Dessa forma, Reis et. al. (2000)
mostraram que o0 sulindaco reduziu consideravelmente a é&rea neointimal
formada apoés leséo por baldo na artéria femoral em camundongos selvagens e
com deficiéncia da apolipoproteina E (Reis et al., 2000).

Marra et. al. (2000) formularam a hipotese de que a inibicdo da
proliferacdo de CMLV humanas apds o tratamento com altas doses de salicilatos
ocorre devido a paragem da fase G1/S do ciclo celular como consequéncia da
regulacdo positiva dos inibidores de CDK, p21 e p27. Um outro estudo
demonstrou o efeito dos AINEs ndo salicilatos, o diclofenaco, ibuprofeno,
indometacina e sulindaco também afetam o crescimento celular por meio do
bloqueio na fase G1 do ciclo celular. Porém, os salicilatos aspirina e salicilato de
sédio mostraram uma inibicdo do ciclo pés G1, sugerindo um envolvimento das
fases tardias G2/ M do ciclo celular (Brooks et al., 2003).

Alguns estudos in vivo utilizando modelos animais de lesédo arterial
demonstraram uma regulacao positiva de COX-2 na camada neointima formada.
Isso foi confirmado por andlise quantitativa de RT-PCR, mostrando um aumento
da expressdo de mRNA para COX-2. Por outro lado, o tratamento sistémico
desses animais com um inibidor seletivo de COX-2, meloxicam, suprimiu de
maneira significativa o avango da formagéo de neointima se comparado aos

animais que ndo receberam tratamento (Ogawa et al., 2009).
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Um outro estudo investigou a expressao de COX-1 e COX-2 em artérias
apos lesdo por angioplastia com baldo, assim como avaliou o efeito de um
inibidor seletivo para COX-1, outro para COX-2 e uma combinacdo para ambas
a enzimas. A artérias lesadas apresentaram expressao aumentada tanto de
COX-1, quanto de COX-2 em comparacdo as artérias normais. A inibicdo
farmacolégica de COX-1 ou das duas isoformas levou a uma diminuicdo da
hiperplasia da intima. Em contrapartida, a inibicdo de COX-2 ndo apresentou
efeito sobre a reestenose, sugerindo que parte do efeito de prevencdo do
desenvolvimento de neointima ocorre pela inibicdo de COX-1 (Connolly et al.,
2002).

Por outro lado, Yang et. al., 2004 mostraram um efeito benéfico na inibigdo
de COX-2. Foi avaliado o efeito do inibidor seletivo para COX-2, o celecoxibe,
sobre a proliferacdo de CMLVs por meio de experimentos in vitro e in vivo e
possiveis vias de sinalizacdo envolvidas nesse processo. Nos estudos in vitro, o
celecoxibe reduziu a proliferagéo de CMLVs por indugéo da apoptose. O mesmo
efeito foi observado nos experimentos in vivo, onde foi mostrado uma reducgéo
da neointima em artérias de animais submetidas a lesdo por desnudacao. Apés
a lesdo da parede arterial, algumas vias de sinalizacao séo ativadas em CMLVSs,
dentre elas, o eixo Akt/GSK estad ligado a formacdo da neointima. Nos
experimentos in vitro, o celecoxibe suprimiu a fosforilacdo da Akt e GSK, efeitos
associados a diminuicdo do numero de CMLVs. Ja nos experimentos in vivo, a
inibicdo da proliferagcdo de CMLVs pelo celecoxibe foi revertida pela transfecgéo
de Akt constitutivamente ativa nas artérias lesadas. Tais achados fornecem mais
evidéncias sobre os efeitos antiproliferativos da inibicdo de COX e que esse
efeito pode ser mediado pelo eixo Akt/GSK (Yang et al., 2004).

Zhang et. al., 2013 avaliaram a formacdo de neointima em animais
knockout para COX-2 e o papel da PGE:z sobre a proliferacdo de CMLVs. O
remodelamento vascular foi induzido por lesdo em artérias femorais levando ao
desenvolvimento da camada neointima, que ndo foi observada em animais
knockout para COX-2. Aléem disso, a deficiéncia de COX-2 resultou na diminuigéo
de PGE-2, associando esse prostanoide a aceleracdo do processo de reestenose,
por meio da ativagao do receptor EP3 (Zhang et al., 2013).
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Diante das diversas demonstrac¢des in vivo e in vitro, os estudos indicam
que principalmente a COX-2 contribui para a progressao da patogénese da
hiperplasia neointimal e que a administracdo de drogas que bloqueiam sua via

de sinalizacdo se torna promissora para prevencao desse quadro.

1.3 Otenaproxesul, um AINE doador de sulfeto de hidrogénio (H2S) com
efeitos antiproliferativos

Os AINEs correspondem a um dos farmacos mais utilizados na clinica
para o tratamento da inflamacgéo, dor, e outras doencas, ainda que apresentem
efeitos prejudiciais ao TGI e ao sistema cardiovascular (Grosser et al., 2006;
Wallace, 2008). Além das prostaglandinas liberadas pelas COXs, existem outros
mediadores que participam do controle da homeostase gastrica, dentre eles, o
NO modula alguns dos mesmos efeitos na defesa da mucosa, como por exemplo
fluxo sanguineo, muco e liberagcéo de bicarbonato, da mesma forma que as PGs,
e facilitar o reparo de ulceras (Brown et al., 1993; Elliott et al., 1995; Wallace,
2008). Esses efeitos do NO foram investigados por meio de AINEs liberadores
de NO, demonstrando efeitos similares aos AINEs convencionais, porém, com
efeitos adversos reduzidos no sistema gastrointestinal e cardiovascular (Wallace
e Del Soldato, 2003; Wallace, 2010). Ao longo dos anos, a busca por novos
farmacos que reduzissem tais efeitos adversos foram incessantes, e um novo
gasotransmissor com efeitos similares aos do NO passou a ser estudado, o
sulfeto de hidrogénio (H2S).

O H2S é um géas antes conhecido apenas por seus efeitos poluentes ao
meio ambiente, mas hoje em dia € reconhecido por suas ac¢des biologicas e
como mediador farmacolégico. Em mamiferos, o H2S enddgeno € sintetizado em
células endoteliais e CMLVs a partir de L-cisteina e homocisteina pela acédo das
enzimas citosolicas dependentes de piridoxal-5'-fosfato (PLP), denominadas
cistationina y-liase (CSE) e cistationina B-sintase (CBS) (Figura 6) (Wu et al.,
2015; Donadoni et al., 2019). Fisiologicamente, os niveis séricos de H2S podem
variar entre 30-100 uM, enquanto no cérebro podem chegar a 160 uM e, mesmo
com a administracdo de drogas liberadoras de H2S em doses que produzem

efeitos farmacolégicos, os niveis de Hz2S no plasma dificilmente ultrapassam a
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faixa normal (Wang, 2002; Distrutti et al., 2006; Fiorucci et al., 2006; Li et al.,

by

2007). Isso ocorre devido a eficiéncia de seus sistemas metabdlicos, de

eliminacdo e sequestro do H2S (Fiorucci et al., 2002; Fiorucci et al., 2006).

Biossintese endégena de H,S
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( Cistationina ) <~— CBS ——( L-Cisteina — CBS — CSE
+ CAT CSE e

u-KetoqutaraV CBS \
( 3-Mercaptopiruvato ﬁ w
o +
| H,0

3-MST ( L-Serina ( Piruvato+NH; |

H,S

Figura 5: Sintese enzimatica enddégena de sulfeto de hidrogénio (H2S). A
producdo enddgena de H2S em sistemas de mamiferos foi atribuida a trés
enzimas especificas do tecido: cistationina beta sintase (CBS), cistationina gama
liase (CSE) e 3-mercaptopiruvato (3-MST). O substrato para a producéo de H2S
enddgeno € a L-cisteina. A produc¢éo de H2S conduzida por CBS esta associada
a condensacédo de homocisteina com L-cisteina para produzir cistationina e H2S.
CSE converte L-cisteina em piruvato, amoénia e H2S. CAT produz 3-
mercaptopiruvato por meio da conducdo da reacdo de L-cisteina com a-
ketoglutarato. O 3-mercaptopiruvato € entdo metabolizado por 3-MST para gerar
H2S. (Donnarumma et al., 2017)

O H2S possui fungdes fisiologicas em diferentes 6rgaos, dentre eles,
alguns estudos demonstraram sua sintese no TGlI, contribuindo para a defesa
da mucosa e resolucéo de Ulceras e colite (Fiorucci et al., 2005; Linden et al.,
2008; Wallace, 2010). No sistema cardiovascular, o H2S inibe a aderéncia e
infiltracdo de leucécitos circulantes ao endotélio vascular e participa da
regulacéo da pressao arterial sistémica (Zanardo et al., 2006; Yang et al., 2008).

Diversos estudos em modelos animais relataram o envolvimento do H2S na
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regulacdo da patogénese de disturbios vasculares (Yang et al., 2008; Mani et al.,
2013). Seus efeitos sdo conhecidos por facilitar angiogénese e promover
formacdo de novos vasos, inducdo da proliferacdo e migracdo de células
endoteliais e recrutamento de células progenitoras endoteliais (CPES) em
processos de cicatrizagdo em modelos de lesdo arterial, além de efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios, vasodilatadores e de inibicdo do crescimento
de CMLVs em doencas vasculo-proliferativas (Cai et al., 2007; Papapetropoulos
et al., 2009; Liu et al., 2014; Polhemus e Lefer, 2014; Hu et al., 2019)

Além disso, alguns autores avaliaram a administracdo exdgena do H2S
para um melhor entendimento sobre seus efeitos. Hu, et. al., 2019 observaram
que o tratamento com um doador inorganico de H2S melhorou o processo de
reendotelizacédo e inibiu a hiperplasia neointimal em um modelo de lesdo da
artéria carétida em camundongos (Hu et al.,, 2019). Esse mesmo efeito foi
observado por Ma, et.al.,, 2012, demonstrando uma reducao significativa da
proliferacdo de CMLVs e aumento da apoptose das mesmas na camada
neointima (Ma et al., 2012). Outro estudo in vitro realizado com CMLVs
provenientes de veias humanas de pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizacdo e tratadas com o doador de H2S, hidrossulfeto de sédio
(NaHS), demonstrou inibicdo da proliferacdo e migracdo dessas células ao
promover a proliferacdo e migracdo de células endoteliais umbilicais humanas
(CEUH) (Longchamp et al., 2019). Esses efeitos do H2S sobre o crescimento de
CMLVs sugerem uma nova estratégia para limitar a proliferacdo de CMLVs e
desenvolvimento da hiperplasia intimal.

Diante de todos esses efeitos benéficos, o H2S tem sido explorado na
concepcdo de novos AINEs (S-AINEs). O liberador de H2S derivado do
diclofenaco, S-diclofenaco, mostrou ser mais eficaz que o farmaco original na
diminuicdo da inflamagdo e promoveu menos danos no trato gastrointestinal
(Lanas e Scheiman, 2007; Wallace et al., 2007). Além disso, foi demonstrado em
um estudo in vitro que o S-diclofenaco, foi capaz de inibir a proliferagcdo de CMLV
de aortas de maneira dose dependente e ndo citotdéxica (Baskar et al., 2008).

No presente estudo, nés avaliamos os efeitos de um novo liberador de
H2S derivado do Naproxeno, o Otenaproxesul. O Naproxeno corresponde a um

dos AINEs amplamente utilizados devido sua toxicidade cardiovascular reduzida,
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principalmente em relacdo aqueles que sao inibidores seletivos de COX-2
(Angiolillo e Weisman, 2017). O Otenaproxesul (antes denominado ATB-346) foi
sintetizado como uma alternativa de primeira linha para o tratamento de
osteoartrite, artrite reumatoide e diminuicdo geral da dor.

Utilizando modelo animal, foi demonstrado que o tratamento oral com o
Otenaproxesul apresentou resultados superiores aos do Naproxeno no que diz
respeito a seguranca gastrointestinal na prevencao de Ulceras gastricas, além
de apresentar uma inibicdo de COX-2 significativamente maior em dose
equimolar ao Naproxeno (Wallace, 2010). No ensaio clinico de Fase I, o
Otenaproxesul mais uma vez exibiu efeitos melhores comparados ao
Naproxeno, demonstrando uma supressao da atividade de COX por um tempo
mais prolongado. Na Fase Il de estudo clinico, os testes foram realizados em
pacientes com osteoartrite para analise da acdo prolongada observada pelo
tratamento com o Otenaproxesul. Os resultados mostraram que a administragéo
do Otenaproxesul durante dez dias levou & uma reducdo substancial e
significativa da dor se comparada ao tratamento com Naproxeno (Wallace,
Vaughan, et al., 2018). O grau de alivio da dor foi reduzido no quarto dia de
tratamento, que foi comparado com ensaios clinicos com o Naproxeno (Boucher,
2008) e Celecoxibe em individuos com osteoartrite (Wittenberg et al., 2006). Tais
efeitos foram associados a inibicdo substancial de COX, em aproximadamente
85% apos a administracdo do Otenaproxesul (Wallace, Vaughan, et al., 2018).
Nos ensaios clinicos de Fase IIB, foi avaliada a seguranga gastrointestinal em
pacientes saudaveis, tratados com o Otenaproxesul (250 mg uma vez ao dia) e
com o Naproxeno (550 mg duas vezes ao dia). Os resultados demonstraram que
ambos os farmacos suprimiram a atividade de COX, entretanto 42% dos
pacientes tratados com o Naproxeno desenvolveram Ulceras gastricas, enquanto
apenas 3% dos pacientes que receberam o Otenaproxesul apresentaram danos
ao TGI (Wallace e Nagy, 2020).

A auséncia de leséo gastrica ap0s a administracdo oral do Otenaproxesul
provavelmente ocorre devido a liberagéo rapida de H2S, demonstrando efeito de
manutencao da defesa e reparacdo da mucosa gastrointestinal (Wallace, 2010;
Blackler, Motta, et al., 2015). Além disso, seus efeitos também foram avaliados

em outras condi¢des patologicas como no crescimento de células tumorais (De
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Cicco et al., 2016). De Cicco, et. al., 2016, demonstraram que o Otenaproxesul
reduziu a proliferacdo de células de melanoma humano in vitro, efeito associado
a inibicdo da ativacao do fator nuclear kappa B (NF-kB), resultando em apoptose.
O mesmo foi observado em um modelo de melanoma in vivo, exibindo uma
diminuicdo significativa dos tumores através de propriedades inibidoras da
sinalizacdo Akt. Tais achados reforcam a nossa hipotese sobre os efeitos
antiproliferativos do Otenaproxesul sobre a reestenose.

O metabolismo do Otenaproxesul e o mecanismo de liberacdo do H2S
desse composto nao foram completamente elucidados. Estudos in vitro
mostraram que o H2S é liberado em baixas concentra¢cdes em solucéo tampao e
sua liberacdo é aumentada ao entrar em contato com tecido ou agentes
redutores, tais como ditiotreitol, L-cisteina ou glutationa (Fomenko et al., 2014).
O mecanismo proposto para o metabolismo ocorre pela hidrolise da porc¢éo tiol
resultando na liberacdo de H2S e do naproxeno-4-hidroxibenzamida (Figura 5)
(Fomenko et al., 2014).

Otenaproxesul
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Figura 6: Mecanismo proposto de liberacdo de sulfeto de hidrogénio (H2S) e
Naproxeno do Otenaproxesul apos administracdo oral. Os efeitos bioldgicos
consistentes com a liberacdo de H2S sdo evidentes dentro de minutos apos
administracdo de Otenaproxesul (por exemplo, vasodilatacao gastrica). Embora
a supressao da sintese de prostaglandina gastrica e a sintese de tromboxano no
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sangue total possam ser observadas dentro de 15 minutos apos a administracéo
de Otenaproxesul, um aumento significativo nos niveis sanguineos de
Naproxeno ocorre apenas ao longo de varias horas. O H2S suprime a adeséo de
leucécitos ao endotélio vascular e a migracdo de leucocitos para o espaco
subendotelial, reduzindo assim a formag¢do de edema. Também promove a
reparacao tecidual por seus efeitos como vasodilatador, antiproliferativo, pro-
apoptotico e antioxidante. (Chan e Wallace, 2013; Gemici et al., 2015).

Considerando que o aumento das COXs e a reducéo do H2S séo eventos
comuns em doencas Vvasculares proliferativas, o Otenaproxesul, que
sabidamente inibe COX e libera H2S, ainda nao foi testado em modelo de
hiperplasia neointimal. Apesar do uso terapéutico de drogas liberadoras de H2S
estar em suas fases iniciais, os dados apresentados até agora proporcionam
motivos para otimismo, pois podem trazer beneficios em condi¢bes nas quais a

sua sintese enddgena esta prejudicada.
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2. Hipotese
Otenaproxesul, que € uma molécula hibrida do AINE Naproxeno acoplado

a grupamento doador de H2S, previne a formacdo da camada neointima em

camundongos submetidos a oclusao da artéria carétida.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo € avaliar os efeitos da administracéo local
do Otenaproxesul sobre o remodelamento vascular de artérias carétidas

ocluidas de camundongos.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar morfologicamente a formagé&o de neointima nas artérias carotidas e se

a hiperplasia neointimal sera atenuada ou revertida pelo Otenaproxesul.
b) Comparar os efeitos do Otenaproxesul aos do Naproxeno, que corresponde a
droga prototipo.

c) Investigar os efeitos e mecanismos do Naproxeno e do Otenaproxesul sobre
o remodelamento arterial, por meio da determinagao local (in situ) de COX-1,
COX-2, da producédo de espécies reativas de oxigénio, dos niveis de Oxido

nitrico, dos niveis de MMP-2 e sua atividade.
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4. Material e métodos

4.1 Animais

Os experimentos foram executados utilizando camundongos C57BL/6
com 10 semanas de idade para realizacdo da cirurgia de oclusdo da artéria
carétida. Os animais foram obtidos do Centro de Bioterismo da UFMG (CEBIO-
ICB/UFMG) e mantidos em um ambiente com temperatura controlada, com
disponibilidade de comida e 4gua a vontade, sob regime de 12 horas de luz e 12
horas de escuro. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao
de Etica do Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-
UFMG) sob nimero de 13/2019 (Anexo ).

4.2 Procedimentos cirurgicos e delineamento experimental

Inicialmente, os animais receberam pentabiotico (24.000 Ul/Kg, via
intramuscular), 12 horas antes dos procedimentos cirlrgicos. Para inducado da
estenose, 0s animais foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Para realizar a oclusdo, a artéria
carétida esquerda foi exposta através de uma incisdo na linha média do lado
ventral do pescoco e foi feita ligadura total proxima a sua bifurcacéo utilizando
um fio estéril de seda trangada numero 7,0 (Ethicon®) (Godin et al., 2000). A
incisao foi fechada por sutura sob condi¢Bes assépticas. Ao final da cirurgia, 0os
camundongos receberam o analgésico tramadol 12,5 mg/Kg por via subcutanea,
a cada 8h, totalizando trés administracées. Os animais foram acondicionados
sob aquecimento para recuperacdo da anestesia. Os camundongos foram
separados em quatro grupos experimentais:
- Grupo sham (falso operado): os animais tiveram o fio posicionado ao redor

da artéria, sem comprimi-la;

- Grupo estenose: 0s animais tiveram a artéria carotida comum esquerda

isolada e ligada a altura da sua bifurcacgéo;

- Grupo estenose e tratado com Otenaproxesul: 0s animais tiveram a artéria
carotida ligada a altura da sua bifurcacdo e foram tratados localmente com o
Otenaproxesul (16 mg/Kg);
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- Grupo estenose e tratado com Naproxeno: 0s animais tiveram a artéria
carétida ligada a altura da sua bifurcacdo e foram tratados localmente com o
Naproxeno (10 mg/Kg).

Em todos os grupos experimentais os animais foram eutanasiados aos 21
dias (Godin et al., 2000) ap6s a cirurgia de ligacdo da carétida para as avaliagfes
descritas adiante (Figura 7).

Delineamento experimental
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(zimografia in situ).

Figura 7: Representacdo esquematica da cirurgia de ocluséo da artéria carétida

e do delineamento experimental.

4.2.1 Tratamentos

Apbs a ocluséo da artéria carétida comum esquerda, 0os animais sham
receberam, no meio periadventicial, uma solugéo contendo 40% de gel Pluronic
F-127® (Sigma-Aldrich) mantida em gelo e sendo aplicada na artéria carétida
imediatamente apds a oclusdo. Ja os animais tratados receberam a mesma
formulagdo em gel contendo o Otenaproxesul (16 mg/Kg), ou Naproxeno
(10 mg/Kg). As doses das drogas séao equimolares e escolhidas conforme estudo
prévio (Ekundi-Valentim et al., 2013). O Otenaproxesul foi diluido em
dimetilsulféxido (DMSO) e o Naproxeno em alcool etilico absoluto e,
posteriormente, foram adicionados ao gel de Pluronic (30 yL). O Pluronic é um

hidrogel sintético composto por copolimeros anfifilicos formado por unidades de
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oxido de etileno (PEO) e 6xido de polipropileno (PPO) e funciona por meio de
um mecanismo reversivel de gelificacdo e que permite manter as moléculas
encapsuladas em sua estrutura, favorecendo a adeséo do farmaco em seu local
de acdo. O gel permanece em estado liquido enquanto resfriado e gelifica a

temperatura corporal, permanecendo no local onde foi administrado.

4.3 Medida da pressao arterial sistélica (PAS)

A analise da PAS foi realizada utilizando o método néo invasivo de
pletismografia de cauda, através do sistema CODA, Software versdo 4.1. O
sistema CODA capta a PAS pelas as alteragcdes de volume da cauda dos
animais. Antes de realizar as medidas, no 18° e 19° dia, foram feitas afericdes
para ambientacao de cada animal. No 20° dia foi feita a afericdo e tomada como
a medida de PAS oficial.

4.4 Procedimentos para anélises

Foram realizadas repeticdes do protocolo experimental conforme
tratamento das amostras. As repeticdes consistiram dos grupos: sham,
estenose, estenose + Otenaproxesul e estenose + Naproxeno, todos
eutanasiados apés 21 dias da oclusdo da carétida. As amostras de artérias
carotidas foram retiradas conforme o tipo de andlise: 1) coleta para obtencédo de
material em parafina; 2) coleta para a obtencdo de material em meio para
congelamento (Tissue-Tek OCT Compound; Sakura®, USA) e 3) andlise da
perfusdo sanguinea local por Doppler “single point”. Nao € possivel fazer
seccBes multiplas da mesma artéria carétida, pois trata-se de um vaso

relativamente curto, justificando a necessidade das trés repeticoes.

4.4.1 Coleta de tecidos

Para coleta das artérias carotidas, os animais foram eutanasiados por
sangria sob anestesia geral com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), pela
via intraperitoneal. Em seguida, os animais foram perfundidos por perfuracao
cardiaca com tampao fosfato-salino (PBS) 10mM sob pressdo constante
(70mmHg) por trés minutos e, posteriormente, com solugdo tamponada de

paraformaldeido (PFA) 4%. Depois disso, foi feita toracotomia para exposi¢ao e
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retida do pescoco, com posterior dissec¢ao para remocéao da cervical, mantendo
as artérias carotidas e tecidos circundantes. Para os experimentos de histologia,
apos a perfusdo com PBS e PFA, as amostras foram embebidas em PFA 4%
para inclusdo em parafina e posterior microtomia. Para os experimentos de
imunofluorescéncia, o0s animais foram eutanasiados como descrito
anteriormente e apenas as artérias carotidas foram isoladas e dissecadas e,
posteriormente, colocadas em meio para congelamento de tecidos (Tissue-Tek

OCT Compound; Sakura®, USA) e imediatamente congeladas.

4.5 Analises morfolégicas das artérias carétidas

Uma vez coletadas, as amostras foram retiradas e lavadas em solucéo
fisiol6gica e imediatamente fixadas em PFA 4% por 24 horas. Apos desidratacéo
em alcool, as amostras foram incluidas em parafina e cortadas transversalmente
em micrétomo em secc¢bes de 4 um de espessura. Os cortes foram corados com

hematoxilina e eosina (H&E) para determinacéo de parametros estruturais.

Os cortes foram fotografados utilizando microscopio de luz branca (Axio
Scope.Al, Carl Zeiss) acoplado a uma camera digital. As imagens foram obtidas
pelo programa ZEN Lite, em um aumento de 200x e, posteriormente analisadas
usando o programa ImageJ (NIH - National Institutes of Health). Para a analise
morfométrica, as camadas das artérias foram consideradas circulos perfeitos e
foram aplicadas férmulas geométricas. O valor do perimetro foi obtido pelo
programa por selecdo das laminas elasticas interna e externa, e da borda do
limen (Figura 8). As espessuras foram determinadas pelo célculo do raio do
circulo (R=P/21) e, a partir deste, foram determinadas as areas (A= mr?). A
camada média esta compreendida entre as laminas elastica externa e interna. A
camada intima ou neointima entre a lamina elastica interna e a borda do Iimen
(Figura 8). Assim, a partir das areas compreendidas pela lamina elastica externa
(ALEE), lamina elastica interna (ALEIl) e borda limen (AL), foram feitas
subtracdes para determinacdo das areas de seccao transversais totais (AT=
ALEE-AL), area da camada média (ALEE-ALEI) e area da camada neointima
(ALEI - AL). Semelhantemente, para determinar a espessura, 0s raios totais (ET),

da camada média (ECM) e da camada neointima (ECN) foram dados pela
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subtracéo do raio do circulo interno a camada de interesse. O raio do limen (RL)

corresponde a medida da espessura da luz do vaso.

h AT= ALEE-AL
ACM-= ALEE- ALEI
ACN=ALEI-AL
ET= RLEE-RL
ECM= RLEE-RLEI
ECN=RLEI-RL

Lamina Elastica
Externa

Lamina Elastica |
Interna

Borda do LG T

Figura 8: Representacédo esquematica do corte transversal da artéria carétida e
férmulas dos parametros morfométricos. Perimetro da lamina elastica externa,
circulo delimitado pela linha branca; Perimetro da lamina elastica interna, circulo
delimitado pela linha amarela; Perimetro do lamen, circulo delimitado pela linha
cinza.

4.6 Analise funcional do segmento estendético por laser doppler “single
point”’

A fim de confirmar os dados morfolégicos, a extensdo da estenose foi
determinada funcionalmente por laser doppler (moorLDI, software version 5.3).
Para tanto, foi feita a analise “single point”, que em vez de escanear uma area
como é feito tradicionalmente, consiste em incidir o laser em um ponto fixo (single
point analysis), que capta o fluxo sanguineo local conforme a concentragéo de
hemécias. Inicialmente, o0os animais foram anestesiados como descrito
anteriormente, e foi feita uma incisdo a altura da traqueia para exposicédo e
isolamento da artéria cardtida comum esquerda. Em seguida, o laser foi
posicionado proximo a bifurcacao da artéria, durante dez minutos a 20 Hz. Deste
modo, o fluxo registrado é uma medida indireta do estreitamento do segmento

de artéria no qual o laser foi posicionado (antes da amarragao).
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4.7 Imunomarcacéo de COX-1 e COX-2 nas camadas arteriais

Para avaliar a presenca das enzimas COXs na estenose e o efeito dos
tratamentos, os cortes congelados foram incubados com anticorpos primarios
para cada uma das isoformas: anti-COX-1 (diluigdo 1:100, rabbit polyclonal,
SC7950, Santa Cruz) e anti-COX-2 (diluicdo 1:100, rabbit polyclonal, SC7951,
Santa Cruz), overnight, em camara Umida e escura, e posteriormente as laminas
foram lavadas trés vezes com PBS por dez minutos. Em seguida, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario conjugado ao fluorofolo vermelho Alexa
594 (diluicdo 1:200, A11037, Santa cruz), nas mesmas condi¢gdes explicadas
anteriormente. Logo depois, os cortes foram incubados com 4',6'-diamino-2-fenil-
indol (DAPI), um marcador fluorescente azul de nucleo (diluicdo 1:500), durante
10 minutos e posteriormente lavados com PBS. Através de um microscépio de
fluorescéncia (Axio Scope.Al, Carl Zeiss) acoplado a uma camera fotografica,
as imagens dos cortes foram fotografadas no aumento de 200x. As
concentracbes relativas de COXs foram vistas como intensidade de
fluorescéncia vermelha emitida corrigida pela area total do vaso (para evitar que
os valores fossem superestimados pela hipertrofia), e foram quantificadas
através do programa ImageJ (NIH - National Institutes of Health).

4.8 Avaliacdo do estresse oxidativo

Para investigacdo da producéo de espécies reativas do oxigénio (EROS)
vasculares, foi utilizada a sonda di-hidroetidina (DHE, Sigma Aldrich, D7008) que
reage com o anion superoxido levando a formacdo de 2-hidroxietideo e de
etideo, produtos que intercalam ao DNA e emitem fluorescéncia vermelha no
ndcleo celular. Inicialmente as criossec¢des foram incubadas com uma solucdo
permeabilizante de Triton X-100 a 1% durante 10 minutos. Depois disso, as
artérias foram incubadas com a solucdo de DHE (10° M) na estufa a 37°C
durante 30 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas trés vezes com PBS
por cinco minutos. Para montagem das laminas, foi utilizado glicerol 60% para
conservagdo do tecido e da fluorescéncia. Através de um microscopio de
fluorescéncia (Axio Scope.Al, Carl Zeiss) acoplado a uma camera fotogréfica,

as imagens dos cortes foram registradas no aumento de 400x. As concentragdes
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de EROs encontradas nos tecidos foram vistas por emisséao de fluorescéncia
vermelha, e quantificada pelo programa ImageJ (NIH - National Institutes of
Health).

4.9 Andlise dos niveis de Oxido Nitrico (NO)

Para determinacéo da producdo de NO nas artérias carotidas, foi utilizada
a sonda DAF-FM (diacetato de 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina;
Invitrogen, Carlsbad, USA) que, quando nitrada, forma a triazolofluoresceina
(DAF2T), um produto altamente fluorescente. Inicialmente as criossecc¢des foram
incubadas com uma solugao permeabilizante de Triton X-100 a 1% durante dez
minutos. Em seguida, as artérias foram incubadas com a solucédo de DAF (10
5M) na estufa a 37°C durante 30 minutos. Depois disso, os cortes foram lavados
trés vezes com PBS por cinco minutos. Para montagem das laminas, foi utilizado
glicerol 60% para conservacdo do tecido e da fluorescéncia. Através de um
microscopio de fluorescéncia (Axio Scope.Al, Carl Zeiss) acoplado a uma
camera fotografica, as imagens dos cortes foram registradas no aumento de
400x. Os niveis de NO observados nos tecidos foram vistos por emissao de
fluorescéncia verde, e quantificada pelo programa ImageJ (NIH - National

Institutes of Health).

4.10 Expressao de MMP-2 e atividade gelatinolitica por zimografia in situ
Para determinacdo dos niveis de MMP-2 e colocalizar a atividade
gelatinolitica in situ, as artérias carétidas foram incubadas com DQ gelatin
(diluicdo 1:100, D-12060, Molecular Probes), utilizada como substrato
fluorescente, durante 1 hora em temperatura ambiente e posteriormente lavados
com PBS. Em seguida, os cortes de carotidas foram fixados com acetona (PA)
por 10 minutos e incubados com anticorpo primario para MMP-2, anti-MMP-2
(diluicdo 1:20, MAB13405, Milipore) por uma hora, em cadmara Umida e escura,
em temperatura ambiente, e posteriormente lavados com PBS. Depois disso, 0s
cortes foram incubados com o anticorpo secundario Alexa Fluor 568 (diluicdo
1:200, A11004, Santa Cruz), por 1 hora nas mesmas condi¢des citadas acima.
Para montagem das laminas, foi utilizado glicerol 60% para conservacdo do
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tecido e da fluorescéncia. Através de um microscopio de fluorescéncia (Axio
Scope.Al, Carl Zeiss) acoplado a camera fotogréfica, os cortes das artérias
carétidas foram fotografadas em aumento de 400x. A atividade gelatinolitica da
MMP-2 foi vista como intensidade de fluorescéncia verde emitida e os niveis de
MMP-2 foram vistos como intensidade de fluorescéncia vermelha. Para
quantificacdo da expressao de MMP-2 e sobreposicdo com sua atividade
gelatinolitica foi utilizado o Programa ImageJ (NIH - National Institutes of Health).

Para confirmar a especificidade da atividade da gelatinase, cortes foram
pré-incubados com Fenantrolina (inibidor de metaloproteinases, 1 mM) e PMSF
(inibidor de serino e cisteino-proteases, 1 mM) e usados como controles. A
Fenantrolina causou um efeito notério sobre a degradacéo de gelatina, enquanto
o PMSF causou efeito desprezivel, o que confirma a especificidade da

degradacdo da sonda (gelatina) por metaloproteinases.

DQ gelatin Fenantrolina 1mM +DQ gelatin PMSF 1mM + DQ gelatin

o
a
o
c

3
0

w

Figura 9: Ensaio da seletividade da atividade gelatinolitica por metaloproteinase.
Fotomicrografias ilustrativas de cortes transversais das artérias carotidas pré-
incubadas com Fenatrolina e PMSF com aumento de 200x. A pré-incubacéo com
Fenantrolina reduziu a atividade das gelatinases, enquanto o PMSF apresentou
pouco efeito.

4.11 Anédlise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente utilizando a analise de
variancia (ANOVA) de um fator, seguida pds-teste de Tukey. Os resultados foram
expressos como média seguida de erro padrdo da média (média £ E.P.M.) e

considerados significativamente diferentes quando valores de p<0,05.
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5. Resultados

As medidas da pressdo arterial sistélica ao longo dos 21 dias foram
semelhantes entre os quatro grupos experimentais (P>0,05; figura 10A). Nao
foram observadas diferencas significativas nos valores de presséao arterial entre
os camundongos do grupo sham e estenose ao final do estudo. Além disso, 0s

tratamentos ndo promoveram alteracdes nesses valores (P>0,05; figura 10A).

A
120
£ 80+
£
E
2
< 40+
0
Estenose - + + +
Naproxeno - - + -
Otenaproxesul - - - +

Figura 10: Efeito da estenose e dos tratamentos sobre a presséo arterial sistélica
(PAS). Nao foi observada nenhuma diferenca significativa entre os grupos nas
medidas da PAS, em mmHg (A) ao final do protocolo (N=4-7; P>0,05, One Way

ANOVA, seguido de pos teste de Tukey.

A estenose da artéria carétida € acompanhada de alteracdes morfoldgicas
vasculares expressivas. Como observado na figura 11, a oclusdo da artéria
cardtida causou remodelamento vascular visto pelo espessamento da parede
arterial e estreitamento da luz arterial. Claramente, o Otenaproxesul preveniu as

alteracdes morfoldgicas de forma mais eficaz se comparado ao Naproxeno.
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Figura 11: Efeito do tratamento local com Naproxeno e Otenaproxesul sobre a
estenose. Fotomicrografias ilustrativas de cortes transversais das artérias
carotidas coradas em H&E com aumento de 200x. L- Lamem:; |- intima; M- Média.

Foi observado um aumento na area (em pm?% sham= 9.119 + 634 x
estenose= 27.688 + 3.412; P<0,001) e espessura (em ym: sham= 12,8 + 0,5 x
estenose= 54,8 + 5,3; P<0,0001) totais das artérias carétidas submetidas a
estenose em relacdo as artérias do grupo sham (Figura 12A e B). O tratamento
com o Naproxeno ndo levou a nenhuma alteragdo dos parametros. Os animais
tratados com Otenaproxesul apresentaram uma reducao, na area total (em pm=
estenose= 27.688 + 3.412 x Otenaproxesul=14.611 + 1.656; P<0,05) e na
espessura total (em pum: estenose= 54,8 + 5,3 x Otenaproxesul=24,0 + 2,8;

P<0,0001) em relacédo aos animais que ndo receberam tratamento.

Para caracterizar a hipertrofia vascular, as camadas média e intima foram
quantificadas separadamente, bem como o limen vascular. Quanto a camada
média, ndo foi observada diferenca significativa das artérias carotidas
submetidas a estenose em relacéo as artérias do grupo sham (Figura 12C e D;
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P>0,05). O tratamento com o Naproxeno exacerbou o espessamento (dados da
espessura) e a hiperplasia da area da camada média (dados da &rea) induzidos
pela estenose. Os animais tratados com Otenaproxesul ndo apresentaram

diferencas em relacdo aos animais que nao receberam tratamento.

Junto a isso, houve um aumento da proliferacéo celular na camada intima
das artérias caroétidas dos camundongos submetidos a cirurgia de estenose em
relacdo aos camundongos do grupo sham, caracterizando hiperplasia
neointimal. A neointima nos animais submetidos a estenose foi visivel ao final do
21° dia, representado pelo aumento da area (em pm? sham= 548 + 125 x
estenose= 15.889 + 2.770; P<0,0001) e espessura da camada intima (em pm:
sham= 0,7 £ 0,2 x estenose= 35,6 + 5,5; P<0,0001), que correspondem aos
principais determinantes de remodelamento vascular neste modelo (Figura 12E
e F). No grupo que recebeu tratamento com Naproxeno, foi observado uma
reducdo significativa apenas na espessura (em pm: estenose= 35,6 + 5,5 x
Naproxeno= 14,3 + 6,4; P<0,001), e ndo da area da camada neointima em
comparacao com o0 grupo estenose. De maneira interessante, a formacéo da
camada neointima foi abolida com o tratamento com Otenaproxesul nas artérias

carétidas submetidas a estenose (Figura 12E e F).

O aumento do numero de células na camada neointima levam a reducao
das dimensdes do limen das artérias. Assim, as figuras 12G e H mostram que
a estenose das artérias caroétidas foi associada a reducao significativa da area
(em ym2 sham= 36.757 £ 2.081 x estenose= 8.878 + 830; P<0,0001) e raio (em
pm: sham= 108 £ 3,1 x estenose= 52 + 5,2; P<0,0001) do lumen em relacdo ao
grupo sham. O tratamento com o Naproxeno reverteu parcialmente o
estreitamento do limen, o que foi observado pela diferenca significativa apenas
do raio (em um: estenose= 52 + 5,2 x naproxeno= 69 + 5,8; P<0,05), mas néo
da area em comparacdo ao grupo estenose. Os camundongos submetidos a
cirurgia de estenose e tratados com Otenaproxesul apresentaram reversao do
estreitamento luminal das artérias carotidas, mostrando uma prevencdo da
reducdo da area (em pm?% estenose= 8.878 * 830 x Otenaproxesul=
23.167 £ 2.049; P<0,001) e raio (em pm: estenose= 52 + 5,2 x Otenaproxesul=
85,3 £ 3,6; P<0,0001) do ltmen em relagcéao ao grupo estenose (Figura 12G e H).
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Figura 12: Efeito do tratamento com Naproxeno e Otenaproxesul sobre as
alteracdes morfométricas das artérias carotidas. Grafico da area total (A), em
pm? e espessura total (B), em ym, area da camada média (C), em um? e
espessura da camada média (D), em um, area da camada neointima (E), em
MmM?2, e espessura da camada neointima (F), em uym, area do limem (G), em ym?,
e raio do lumem (H), em um, das artérias carétidas ocluidas e ndo ocluidas. Os
parametros de area e espessura totais foram aumentados no grupo estenose e
reduzidos apenas no grupo tratado com Otenaproxesul. O tratamento local com
o Naproxeno demonstrou um aumento tanto na area quanto na espessura da
camada média. O Naproxeno reduziu a espessura da camada neointima e
nenhuma camada neointima quantificavel foi encontrada no grupo
Otenaproxesul. O Naproxeno reduziu parcialmente o estreitamento luminal e foi
reduzido consideravelmente pelo tratamento com Otenaproxesul. (N= 5-7).
*P<0,05; **P<0,001; ***P<0,0001, todos versus grupo estenose. One Way
ANOVA, seguido de pos teste de Tukey.
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O remodelamento induzido pela estenose reduz a passagem de sangue
pelas areas remodeladas das artérias carétidas. A figura 13 demonstra uma
reducao significativa da perfusédo sanguinea na regido anterior a amarradura das
artérias do grupo estenose se comparadas ao grupo sham (em unidades
arbitrarias (UA): sham= 731,1 + 75,7 x estenose= 379,4 + 35,2; P<0,05). Essa
reducdo é associada principalmente a diminuicdo do liamen das artérias
carétidas estenosadas. Apenas nos animais com estenose tratados com
Otenaproxesul houve uma restauracdo da perfusdo sanguinea na area pre-
obliterada (em UA: estenose=379,4 + 35,2 x Otenaproxesul =723,0 + 83,2;

P<0,05).
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Figura 13: Efeito do tratamento local com Naproxeno e Otenaproxesul sobre a
perfusdo sanguinea local das artérias carétidas ocluidas e ndo ocluidas
determinas por laser doppler single point. A estenose da artéria carétida reduziu
o fluxo sanguineo local, e foi aumentado ao ser tratado com Otenaproxesul (N=
5-8). *P<0,05 versus grupo estenose. One Way ANOVA, seguido de pos teste
de Tukey.

Uma vez que componentes inflamatérios, como as COXs, apresentam um
papel importante no processo de remodelamento arterial na estenose, e que 0
Naproxeno e o Otenaproxesul atuam inibindo essas enzimas, foi realizada a
deteccdo de COX-1 e COX-2 nas artérias cardtidas. Como as analises de
imunofluorescéncia mostram (Figura 14A), a imunomarcacdo de COX-1 foi
significativamente aumentada nas artérias cardtidas do grupo estenose se
comparadas ao grupo sham (em intensidade de fluorescéncia/um?: sham=
589 * 131 x estenose= 7.773 = 1.070; P<0,001). O tratamento com Naproxeno
reduziu a fluorescéncia para COX-1 (em intensidadede de fluorescéncia/um?:
estenose=7.773 £ 1.070 x Naproxeno= 2.530 + 182; P<0,0001) apds os 21 dias
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de estudos. Os camundongos tratados com Otenaproxesul também
apresentaram uma fluorescéncia para COX-1 claramente menor (em intensidade
de fluorescéncia/pm?: estenose= 7.773 + 1.070 x Otenaproxesul= 1.316 + 178;

P<0,001) das artérias cardtidas em relacdo ao grupo estenose.
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Figura 14: Efeito dos tratamentos locais com Naproxeno e Otenaproxesul sobre
a marcacao para COX-1 vascular. (A) Fotomicrografias ilustrativas em aumento
de 200x da fluorescéncia vermelha, resultante da deteccdao de COX-1,
autofluorescéncia da elastina em verde, e nacleos marcados com DAPI em azul.
(B) Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia presente nas artérias
carétidas. A estenose foi acompanhada de aumento da COX-1, que foi reduzido
pelos tratamentos (N= 6-7). **P<0,0001, todos versus grupo estenose. One Way
ANOVA, seguido de pos teste de Tukey.
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A imunomarcacdo para COX-2 foi significativamente aumentada nas
artérias carotidas do grupo estenose se comparadas ao grupo sham (em
intensidade de fluorescéncia/um? sham= 2.529 + 381,9 x estenose=
18.986 + 1.887; P<0,001, figura 15A e B). O tratamento com Naproxeno nao
promoveu alteracdo da imunomarcacdo para COX-2 em compara¢cdo com 0O
grupo estenose. As artérias dos camundongos tratados com Otenaproxesul
apresentaram fluorescéncia para COX-2 reduzida (em intensidade de
fluorescéncia/um?; estenose= 18.986 + 1.887 x Otenaproxesul= 6.717 + 1.007;

P<0,001, figura 15A e B) em relacdo ao grupo estenose.
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Figura 15: Efeito dos tratamentos locais com Naproxeno e Otenaproxesul sobre
a marcacao para COX-2 vascular. (A) Fotomicrografias ilustrativas em aumento
de 200x da fluorescéncia vermelha, resultante da deteccdo de COX-2,
autofluorescéncia da elastina em verde, e nucleos marcados com DAPI em azul
(B) Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia presente nas artérias
cardtidas. A estenose foi acompanhada de aumento da COX-2, que foi reduzida
apenas com o tratamento com Otenaproxesul (N= 6-7). ***P<0,0001, todos
versus grupo estenose. One Way ANOVA, seguido de pés teste de Tukey.
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Dado que o Otenaproxesul possui importantes efeitos antioxidantes
(Mostafa et al., 2016), foi analisado o efeito dos tratamentos sobre o estresse
oxidativo vascular associado a estenose (Figura 16A). Observou-se um aumento
significativo das concentracbes de EROs nas artérias carétidas dos
camundongos submetidos a estenose se comparados ao grupo sham (em
intensidade de fluorescéncia/um?: sham= 86 + 5 x estenose= 9.070 + 2.574;
P<0,0001, figura 16B). O tratamento com Naproxeno atenuou significativamente
os niveis de EROs (em intensidade de fluorescéncia/um?: estenose=
9.070 £ 2.574 x Naproxeno= 1.918 + 286; P<0,05, figura 16B). Ja o tratamento
com Otenaproxesul reduziu drasticamente as concentracbes de EROs nas
artérias carotidas em relacdo ao grupo estenose (em A intensidade de
fluorescéncia/um?; estenose= 9.070 + 2.574 x Otenaproxesul= 375 * 15;
P<0,001, figura 16B).
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Figura 16: Efeito do tratamento local com Naproxeno ou Otenaproxesul sobre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) vasculares. (A)
Fotomicrografias ilustrativas em aumento de 400x da fluorescéncia vermelha,
resultante dos produtos da reacdo do DHE com anion superoxido e
autofluorescéncia da elastina em verde. Quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia presente nas artérias carétidas (B). A estenose promoveu aumento
dos niveis de espécies reativas de oxigénio, que foi reduzido por ambos os
tratamentos (N= 3-7). *P<0,05, **P<0,001; **P<0,0001, todos versus grupo
estenose. One Way ANOVA, seguido de pos teste de Tukey.
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Existe um “cross talk” entre as vias de sinalizagdo do H2S e do NO na
regulacdo do tbnus vascular. Em condi¢Bes patologicas, a sintese de H2S
enddgeno é reduzida, resultando em profundo estresse oxidativo e diminuigdo
de cofatores importantes para a sintese de NO. Como consequéncia disso,
ocorre o desacoplamento da eNOS, o que leva a reducao da biodisponibilidade
de NO exacerbando a disfuncéo vascular (Altaany et al., 2013). Dessa forma,
nés avaliamos como estariam os niveis de NO na hiperplasia neointimal e apos
0s tratamentos, visto que em lesfes vasculares a biodisponibilidade do NO é
reduzida. Foi observado que a oclusédo da artéria carétida levou a uma reducao
dos niveis de NO no grupo estenose em comparagdo com o0 grupo sham (em
intensidade de fluorescéncia/pm?: sham= 5.017 + 285 x estenose= 2.620 + 536;
P<0,001, figura 17B). O tratamento com Naproxeno nao apresentou diferenca
significativa nos niveis de NO (em intensidade de fluorescéncia/um?: estenose=
2.620 * 536 x Naproxeno= 2.583 + 151; figura 17B). J& o tratamento com
Otenaproxesul foi capaz de restituir os niveis de NO (em intensidade de
fluorescéncia/pym?; estenose= 2.620 + 536 x Otenaproxesul= 3.917 * 157;
P<0,05, figura 17B).
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Figura 17: Efeito do tratamento local com Naproxeno ou Otenaproxesul sobre
os niveis vasculares de Oxido Nitrico (NO). (A) Fotomicrografias ilustrativas em
aumento de 400x da fluorescéncia verde, resultante da nitragdo do DAF e
ndcleos marcados com DAPI em azul. (B) Quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia presente nas artérias carétidas. A estenose promoveu reducéo dos
niveis de NO, que foi restituido com o tratamento com Otenaproxesul (N= 5-6).
*P<0,05; **P<0,0001, todos versus grupo estenose. One Way ANOVA, seguido
de pos teste de Tukey.
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A MMP-2 tem papel importante durante o processo de remodelamento
vascular que ocorre na hiperplasia neointimal (Johnson e Galis, 2004; Newby,
2006). Dessa forma, foi realizada a analise do efeito dos tratamentos com
Naproxeno e Otenaproxesul sobre a expresséo e atividade gelatinolitica dessa
enzima. Foi observado um aumento significativo da atividade e expressao de
MMP-2 das artérias carotidas dos camundongos submetidos a estenose se
comparados ao grupo sham (atividade gelatinolitica, em intensidade de
fluorescéncia/pm?; sham= 7.562 + 1.030 x estenose= 13.749 + 1.745; P<0,05,
figura 18B; MMP-2, em intensidade de fluorescéncia/um?: sham= 7.142 + 721 x
estenose= 12.583 * 1.361; P<0,05, figura 18C). O tratamento com Naproxeno
nao apresentou diferenca significativa na atividade e expressao de MMP-2
(atividade gelatinolitica, em intensidade de fluorescéncia/um?: estenose=
13.749 £ 1.745 x Naproxeno = 10.199 £ 1.745 x; P<0,05, figura 18B; MMP-2, em
intensidade de fluorescéncia/um?: estenose= 12.583 + 1.361 x Naproxeno=
11.535 +1.388; P<0,05, figura 18C). J& o tratamento com Otenaproxesul reduziu
significativamente a atividade e expressao de MMP-2 nas artérias carétidas em
relacdo ao grupo estenose (atividade gelatinolitica, em intensidade de
fluorescéncia/um?: estenose= 13.749 + 1.745 x ATB-346= 5.006 + 773;
P<0,0001, figura 17B; MMP-2, em intensidade de fluorescéncia/um?: estenose=
12.583 + 1.361 x Otenaproxesul= 7.669 + 1.166; P<0,05, figura 18C).
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Figura 18: Efeito do tratamento local com Naproxeno ou Otenaproxesul sobre a
atividade gelatinolitica in situ e marcagcdo para MMP-2 por imunofluorescéncia
nas artérias carotidas. (A) Fotomicrografias ilustrativas em aumento de 400x da
fluorescéncia verde, que reflete a degradacdo da DQ gelatina por gelatinase
(atividade gelatinolitica), e da imunomarcacédo de MMP-2, em vermelho, e sua
colocalizacdo (sobreposicdo). (B) Quantificacdo da atividade gelatinolitica das
artérias carotidas, representada pela fluorescéncia verde. (C) Quantificacdo da
deteccdo de MMP-2 nas artérias carotidas, representada pela fluorescéncia
vermelha. A estenose promoveu aumento de ambos os parametros, que foi
restituido apenas pelo tratamento com Otenaproxesul (N= 5-6). *P<0,05;
***P<(0,0001, todos versus grupo estenose. One Way ANOVA, seguido de pos
teste de Tukey.
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6. Discussao

O Otenaproxesul € um novo farmaco anti-inflamatério que possui dois
mecanismos de acdo principais: supressdo de COX e liberagdo de H2S. Este
estudo fornece evidéncias inéditas sobre o tratamento local do Otenaproxesul,
comparando seu efeito com sua droga protoétipo, o Naproxeno, em um modelo
de reestenose induzido por oclusdo da artéria carétida. Os efeitos do Naproxeno
sobre os parametros estruturais foram sutis e nao foram revertidos em melhora
da perfusdo sanguinea local. Por outro lado, o Otenaproxesul reverteu
totalmente a hiperplasia neointimal e restaurou a perfusdo sanguinea local a um
nivel significativo. Do ponto de vista molecular, o Naproxeno e o Otenaproxesul
apresentaram efeitos comuns na reducéo dos niveis de COX-1 sobre a reducao
das EROs. Por outro lado, apenas o Otenaproxesul reduziu os niveis de COX-2,
de MMP-2 e sua atividade gelatinolitica, restaurou a biodisponibilidade de NO, e
aboliu o estresse oxidativo. Isso sugere o envolvimento do H2S sobre a

modulagdo desses mediadores da hiperplasia intimal.

Sabe-se que as alteragbes estruturais que ocorrem na reestenose
correspondem a uma limitacdo de cirurgias vasculares devido ao
desenvolvimento da hiperplasia neointimal e reducdo progressiva do lamen
arterial. Esse quadro gera grande impacto sobre os encargos financeiros dos
servicos hospitalares, pois para tratd-lo sdo necessarias novas intervencdes
percutaneas ou cirurgias de revascularizacdo. Dessa forma, a sua prevencao €
de grande importancia, pois ao reduzir as taxas de reestenose, 0s gastos sobre

o sistema de saude também sao reduzidos.

Para realizacdo do nosso estudo, nés utilizamos um modelo animal de
lesdo arterial induzido por cessacdo do fluxo sanguineo local em artérias
carétidas. Existem véarios modelos que permitem o estudo da hiperplasia
neointimal, entretanto, n6s optamos por utilizar esse modelo devido sua facil
reprodutibilidade e por mimetizar o processo de reestenose que ocorre em
humanos. Foi demonstrado pela literatura que ha uma progressédo da lesdo
arterial in vivo ao longo do 3°, 7°, 14°, 21° e 28° dia apds a ligadura da artéria

carétida. Porém entre 0 21° e 28° dia, néo foi observada nenhuma diferenca na
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razdo intima/média, mostrando que o pico de proliferacdo celular da camada

neointima ocorre nesse periodo critico (Godin et al., 2000).

Baseados em evidéncias de que as atuais drogas utilizadas em SF sdo
eficazes apenas a curto prazo na prevencéao da hiperplasia (Moses et al., 2003;
Garcia-Garcia et al., 2006), estudos de novos farmacos para incorporacao a SF
sao necessarios. NOs levantamos a hipétese de que o Otenaproxesul poderia
desempenhar um efeito local positivo sobre a reducéo da progressao da leséo
vascular na estenose. Como o Naproxeno corresponde a sua droga prototipo, foi
implementado um grupo experimental adicional tratado com o Naproxeno a fim
de se obter um melhor entendimento sobre os efeitos do Otenaproxesul
dependentes ou ndo da inibicdo das COX. Logo, os efeitos adicionais
promovidos pelo Otenaproxesul em relacdo ao Naproxeno ocorrem

provavelmente pela liberagdo da molécula H2S.

Nés mostramos um espessamento da camada arterial no grupo de
animais submetidos a ligadura da artéria carétida, acompanhado da formacéao
da camada neointima, caracteristica da reestenose. O remodelamento vascular
encontrado com reducédo do limen arterial € causado pelo aumento do niamero
de CMLVs como uma resposta adaptativa ao aumento do estresse
hemodindmico por grave reducdo do fluxo sanguineo. Esses resultados
confirmam os achados anteriores que mostram alteracées semelhantes com pico
de proliferacao celular apés 21 dias de cirurgia de oclusao da artéria carétida
(Godin et al., 2000). O espessamento da camada arterial levou a uma reducédo
da perfusdo sanguinea local. Tal resposta ndo € inesperada, pois o modelo
experimental utilizado causa um fluxo sanguineo turbulento que contribui para o
remodelamento vascular. O tratamento com o Otenaproxesul melhorou a
perfusdo sanguinea local devido ao aumento do lumen arterial, entretanto,
nenhuma alteracao foi observada pelo tratamento local com Naproxeno. Além
disso, ndo foi observada nenhuma alteracdo na PAS nos grupos experimentais,
logo, ndo ha alteracdo hemodinamica sistémica que contribua para a progressao

da estenose.

Varios estudos comprovam extensivamente a inibicdo de COXs pelo

Naproxeno e Otenaproxesul (Flannigan et al., 2013; Blackler et al., 2014;
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Blackler, De Palma, et al., 2015; Blackler, Motta, et al., 2015; Motta et al., 2015).
Em experimentos in vivo, foi observada uma inibicdo mais pronunciada de COX-
2 pelo Otenaproxesul em comparagao com o Naproxeno em doses equimolares
(Wallace, 2010). Esse resultado também foi observado em estudos clinicos de
Fase I, mostrando que o Otenaproxesul se mostrou mais potente na inibicéo de
COX do que o Naproxeno, assim como na supressao da atividade de COX por
um tempo mais prolongado (Wallace, Motta, et al., 2018). Por outro lado, em um
estudo clinico de Fase 1IB, foi mostrado que tanto o Naproxeno quanto o
Otenaproxesul produziram uma supressdo marcante e comparavel da atividade
de COX (Wallace e Nagy, 2020).

Tanto a COX-1 quanto a COX-2 sdo expressas constitutivamente no
endotélio e possuem papel importante na homeostasia vascular. Entretanto, em
condicOes de lesdo vascular, a expressdao de ambas as isoformas pode ser
desregulada, como por exemplo na reestenose (Yang et al., 2004; Wang et al.,
2005; Yu et al., 2012). Nossos achados estédo de acordo com dados anteriores,
onde observamos uma regulacéo positiva de ambas as enzimas ap0s a oclusao
da artéria carétida. O aumento da expressdo de COX-1 e COX-2 na camada
neointima de lesdes vasculares ndo é surpreendente. A COX-2 é induzida por
diversos componentes envolvidos na proliferacéo celular na reestenose, como
fatores de crescimento, radicais livres e citocinas inflamatorias (Yang et al., 2004;
King et al., 2006; Yu et al., 2012).

Embora ndo tenhamos analisado efetivamente a atividade enzimatica das
COXs, observamos que a expressao das enzimas foi modulada negativamente
pelas drogas. Os resultados mostram que a expressao de COX-1 foi atenuada
pelo Naproxeno e pelo Otenaproxesul. Entretanto, os niveis de COX-2 foram
reduzidos apenas pelo Otenaproxesul. Isso nos faz sugerir que as drogas
também modulam fatores transcricionais envolvidos na expressdo das COXs,
como o NF-kB que € um regulador da transcricdo génica de COX-2 (Lim et al.,
2001; Ramsay et al., 2003), ou atuaram sobre genes envolvidos na transcricdo
de COX-1, como o Ptgsl (Kang et al., 2007; Agundez et al., 2014). O efeito
exclusivo do Otenaproxesul sobre a COX-2, sugere que ha envolvimento do H2S.

Embora os niveis de COXs tenham sido modificados pelas drogas, sugerimos
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gue parte dos efeitos sejam devidos a inibicdo da atividade destas enzimas. Esta
sugestdo € amparada pela literatura, uma vez que o tratamento por via sistémica
com Naproxeno e Otenaproxesul reduziu a atividade enzimatica das COXs, visto
pela reducdo de TXB:2 e PGE2 (Wallace et al., 2010), que séo produtos estaveis

do metabolismo de prostaglandinas.

Além do aumento da expressdio de ambas as isoformas,
consequentemente ocorre um aumento acentuado na sintese de prostanoides.
Em especial, a PGE2 e 0 TxA2 séo relevantes, pois sdo 0s principais produtos
gerados em células do musculo liso vascular e em células inflamatoérias. Foi
relatado que a delecdo de COX-2 ou do receptor para PGE2 o EP3, reduz o
desenvolvimento de neointima apdés lesdo arterial em camundongos, vistos pela
reducdo da migracdo de CMLVs por mecanismos ligados a via de sinalizacdo da
PI3K/Akt/GSK3B (Zhang et al., 2013). Foi mostrado que o receptor EP3 também
estimula a migracao de outros tipos celulares, como as CMLs de vias aéreas. A
supressdo desse receptor reduz a formacdo de neointima, enquanto sua
superexpressao em artérias levam ao aumento da neointima, sugerindo que a
migracdo de CMLVs pode ser regulada por EP3 e que colabora para o

remodelamento vascular em resposta a lesdo vascular (Zhang et al., 2013).

Foi sugerido que a COX-1 endotelial possui atividades paradoxais em
artérias. Para investigar isso, um estudo utilizou camundongos knockout onde a
COX-1 foi especificamente removida do endotélio, deixando os produtos da
COX-1 de plaquetas e outras células intactos (Mitchell et al.,, 2021). Como
resultado, houve supressdo dos prostandides PGl2, PGE2 e TxA2 em artérias
aortas desses animais. A delegéo endotelial da COX-1 impactou diretamente na
funcdo vascular de anéis aorticos, que ao serem estimulados com fenilefrina, um
agente vasoconstritor, apresentaram vasoconstricdo reduzida comparados as
artérias de camundongos knockout global para COX-1. Isso sugere que 0s
prostandides produzidos endogenamente pelo endotélio das artérias contribuem
para o tbnus vascular e reduzem o limiar de vasoconstri¢cdo (Mitchell et al., 2021).
Além disso, foi avaliado se a COX-1 endotelial teria algum efeito sobre as
alteracOes vasculares em modelo de aterosclerose. Para isso, foram utilizados

animais duplo transgénicos, que sao knockout para apolipoproteina E (ApoE) e
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com delecdo seletiva da COX-1 endotelial. Foi observado que a PGI2 foi o
prostandide mais abundante gerado pela COX-1 endotelial e que a delecao de
COX-1 endotelial limitou a formacao de placas ateroscleréticas. Dessa forma, foi
sugerido que os prostandides derivados da COX-1 endotelial favorecem o
desenvolvimento de doenca aterosclerética e que, apesar da ativacdo do
receptor para prostaciclina, IP, ser protetora, na aterosclerose ocorre ativagéo
de receptores TP e EP3 pela propria prostaciclina ou por outros prostanéides
derivados do endotélio, como PGE2 e tromboxano, que contribuem para o
crescimento das placas aterosclerdticas (Mitchell et al.,, 2021). Com esses
achados, pode-se sugerir que, embora a COX-1 endotelial tenha efeitos
importantes para homeostasia vascular, em condicdo de doenga, como na
hiperplasia intimal, esta enzima pode assumir um papel deletério, o que a torna

um alvo farmacolégico em potencial.

O aumento da sintese de TxA2 também possui papel critico no inicio e na
aceleracéo da formacéo da hiperplasia neointimal (Yamagami et al., 1999; Alberti
et al., 2020). Em um estudo utilizando um modelo de lesédo na artéria femoral e
experimentos in vitro, foi demonstrado um aumento sistémico da sintese de TxA2
contribuindo para a inducdo de eventos celulares associados a estenose e 0
tratamento com um antagonista de receptores para o TxAz (TP) mitigou a
hiperplasia da neointima. Tal efeito foi associado a uma diminuicdo de
marcadores inflamatorios e de proliferacéo celular (Alberti et al., 2020). Um outro
estudo também associou a ativacdo dos receptores TP para TxAz a migracao e
proliferacdo de CMLVs e contribuindo para reestenose ap6s lesao vascular.
Além disso, a proliferacdo celular e a ativacdo plaquetaria sdo abolidas em
camundongos knockout para TP, evidenciando a participacdo do TxAz e seu

receptor como produto da COX que medeia a estenose (Feng et al., 2016).

Muito se tem discutido sobre o papel critico das EROs na hiperplasia
neointimal. As EROs estéo presentes na fase inicial de respostas inflamatdérias
agudas decorrentes de lesGes vasculares e inclusive no desenvolvimento da
reestenose (Panchenko et al., 2009; Wu et al., 2009; Touyz e Briones, 2011; Kim
et al.,, 2012). Foi demonstrado que o aumento do estresse oxidativo contribui

para formacao da neointima por meio da inducéo da proliferacdo e migracao de
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CMLVs. Alguns autores demonstraram niveis elevados de EROs em
experimentos in vitro e em artérias humanas com leses hiperplasicas apos
angioplastia ou implante de stent vascular (Panchenko et al., 2009; Wu et al.,
2009; Touyz e Briones, 2011; Kim et al., 2012; Qin et al., 2012). Em consonancia,
nosso estudo mostrou que o tratamento local tanto com o Naproxeno quanto com
o Otenaproxesul suprimiu de forma notavel a geracdo de EROs induzidas pela
hiperplasia neointimal. Esses estdo de acordo com dados da literatura que
mostraram que as enzimas COXs podem levar ao aumento da sintese de EROs
(Armagan et al., 2012; Martinez-Revelles et al., 2013) e que os inibidores de
COX, incluindo o Naproxeno, possuem efeitos antioxidantes (Paino et al., 2005;
Costa et al., 2006). Contudo, ndo descartamos que outras enzimas além das
COXs sejam importantes fontes de ERO na hiperplasia intimal.

Em complemento a isso, alguns estudos demonstraram que as EROs
podem regular positivamente MMPs (Prado et al., 2021). Foi mostrado que a
MMP-2 pode ser ativada por EROs (Luchtefeld et al., 2005; Kandasamy et al.,
2010) e nossos achados corroboram com isso. Foram observados niveis
aumentados de EROs associados ao aumento da expressédo e atividade de
MMP-2, que foram reduzidos com o Otenaproxesul. Esses resultados sugerem
que parte dos efeitos benéficos proporcionados pelo Otenaproxesul sobre
estenose podem ocorrer devido ao seu efeito sobre o estresse oxidativo, que
reduz a expressao e atividade de MMPs.

As MMPs possuem papel essencial na patogénese da hiperplasia
neointimal. As MMPs atuam na degradacdo de MEC e contribuem para o
remodelamento da camada intima ap6s lesdo vascular (Bendeck et al., 1996; Liu
et al., 2006). A migracao das CMLVs pela MEC ocorre devido a degradacgao de
diversos compostos, como a membrana basal e lamina eléstica, sendo uma
etapa limitante ao desenvolvimento da hiperplasia neointimal. Por consequéncia,
a expressao aumentada de enzimas proteoliticas, como as MMPs, é significativa
na migracao celular tanto em modelos animais quanto em humanos (Johnson e
Galis, 2004; Franco et al., 2006; Chang et al., 2008).

Dentre as metaloproteinases de matriz, a MMP-2 é uma das mais
investigadas em doencas vasculares devido seu envolvimento na migracéo de
CMLVs na reestenose em modelos animais (Johnson e Galis, 2004; Whatling et

67



al., 2004). Para um melhor entendimento sobre a relacdo existente entre as
MMPs e a hiperplasia neointimal, o presente estudo realizou a analise da
expressdo e atividade gelatinolitica MMP-2. Nossos resultados mostraram
expressdo e atividade de MMP-2 reguladas positivamente na hiperplasia
neointimal e uma reducdo de ambos os paramentos pelo Otenaproxesul. J& o
Naproxeno ndo apresentou nenhuma diferenca significativa em tais analises.
Esse resultado sugere que, parte do efeito mediado pelo Otenaproxesul na
reducdo do remodelamento da MEC ocorre por mecanismos independentes a
inibicdo das COXs.

Vacek et. al., 2010 avaliaram os efeitos do H2S sobre a expressao de
MMP-2 e MMP-9 no remodelamento vascular em modelo de lesdo da artéria
cardtida. Os resultados mostraram que o tratamento com doador de H2S foi
capaz de mitigar a o remodelamento da artéria e normalizar os niveis das MMPs

assim como de seus inibidores teciduais, os TIMPs (Vacek et al., 2010).

Um outro mediador que poderia estar relacionado ao efeito adicional
promovido pelo Otenaproxesul em comparacdo com o Naproxeno € o NO. Os
efeitos protetores vasculares do NO sdo muito bem esclarecidos e incluem
inibicdo da agregacdao plaquetéaria e adesao de leucdcitos, regulacéo da pressao
arterial e tbnus vascular, e prevencéo da proliferacdo de CMLVs (Rudic et al.,
1998; Zhang et al., 2006; Bahnson et al., 2015). A reduc¢éo da biodisponibilidade
do NO corresponde a um fator importante em doencas vasculares, embora haja
contradicbes se € causa ou consequéncia da disfuncdo endotelial (Barbato e
Tzeng, 2004; Napoli et al., 2006).

No presente estudo, nés avaliamos os niveis de NO, onde foi
demonstrada uma redugdo no grupo estenose em comparagdo com O grupo
sham. Na disfungéo endotelial, a biodisponibilidade do NO é reduzida e como
consequéncia disso perde-se seu efeito paracrino protetor sobre a agregac¢ao
plaquetéaria e processos proliferativos. Dessa forma, os animais com niveis de
NO diminuidos podem ser mais susceptiveis a eventos adversos, inclusive na
hiperplasia neointimal. Alteragdes na biodisponibilidade de NO prejudicam suas
acOes protetoras vasculares e podem até facilitar a progressdo da doenca
reestenadtica (Sojitra et al., 2012; Hu et al., 2019).
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Recentemente, estudos crescentes tém sugerido um “cross talk” entre a
via de sinalizacdo do NO e H2S na regulacdo de processos fisiopatoldgicos,
incluindo a hiperplasia neointimal, trombose, além de facilitarem a angiogénese
(Coletta et al., 2012; Altaany et al., 2013; Kida et al., 2013; Hu et al., 2019). Por
ser um gas que se difunde livremente através dos compartimentos extra e
intracelulares, o H2S pode atuar em diversas vias de sinalizagdo. Nosso estudo
fornece as evidéncias in vivo de que H2S proveniente do Otenaproxesul
restaurou os niveis de NO, aumentando a sua biodisponibilidade. Cai et al., 2007
e Li et al., 2017 demostraram que o Hz2S aumenta a sintese de NO em CE por
meio da ativacdo da eNOS (Cai et al., 2007; Li et al., 2017). Da mesma maneira,
um outro estudo mostrou que o NO estimula a sintese de H2S no tecido arterial
(Coletta et al., 2012). Tais evidéncias reforcam a ideia de que o H2S e o NO séo
mutuamente indispensaveis para regulacdo de funcbes vasculares (Zhao et al.,
2001; King et al., 2006; Coletta et al., 2012).

Uma outra interacdo existente entre esses mediadores envolvidos na
reestenose é a que ocorre entre o0 NO e as EROs. Na disfuncao endotelial e em
lesbes vasculares ocorre um desequilibrio entre a geracdo de EROs e o0s
sistemas de defesa antioxidante, causando uma diminuicdo da
biodisponibilidade NO e comprometimento do tbnus vascular (Forstermann et al.,
2017; Kohlgruber et al., 2017). Dentre as EROs, o radical livre &nion superoxido
('O2*) é o primeiro a ser gerado, e é responsavel pela formacéo de outras EROs
de relevancia fisiopatoldégica para o endotélio vascular, como peréxido de
hidrogénio (H202), o radical hidroxila (OH*®) e o peroxinitrito (ONOO") (Incalza et
al., 2018). Dessa forma, o aumento do estresse oxidativo pode ocorrer devido a
disponibilidade limitada de substratos ou cofatores, que leva ao desacoplamento
da eNOS e geracédo de anion superéxido em vez de NO. Além disso, o NO pode
interagir com o superoéxido levando a formacao de peroxinitrito contribuindo para
0 agravamento do estresse oxidativo e da doenca vascular (Xu e Touyz, 2006;
Diers et al., 2013; Cyr et al., 2020).

Nossos resultados sugerem que grande parte dos efeitos benéficos
gerados pelo Otenaproxesul ocorrem devido a sua fracdo doadora de H2S, que

atua simultaneamente sobre diversas vias de sinalizagcdo, resultando na
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prevencado do desenvolvimento da hiperplasia neointimal. Isso esta de acordo
com os dados da literatura, onde é evidenciado que drogas liberadoras de H2S
inibem a proliferacdo de CMLVs para a intima vascular e acelera a cicatrizagédo
da lesao por facilitar o processo de reendotelizagéo (Hu et al., 2019). Além disso,
supressao das enzimas precursoras do H2S, a CSE e CBS, reduzem a formacao
do H2S e facilitam a proliferagédo de CMLVs (Yang et al., 2008; Beard e Bearden,
2011; Mani et al., 2013; Polhemus e Lefer, 2014; Citi et al., 2021).

Assim sendo, este trabalho confirma que a inibicdo de COX pode ser
benéfica para prevenir a hiperplasia neointimal. Outros inibidores de COX foram
testados com sucesso em modelos de proliferagcdo de CMLYV in vitro (Waddell e
Loughry, 1983; Aas et al., 1995; Reis et al., 2000; Marra e Liao, 2001; Brooks et
al., 2003). Porém, mostramos de forma inédita que o Naproxeno também seria
uma alternativa dentro da classe dos AINEs. Para além disso, mostramos que o
Otenaproxesul, que soma os efeitos do Naproxeno a liberacdo de H:S, tem

efeitos superiores aos de seu protatipo, por seu duplo mecanismo de acéao.
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7. Conclusao

O presente estudo demonstrou que a oclusdo da artéria carétida induziu
ao remodelamento vascular caracterizado por hiperplasia neointimal. Tal
processo envolve a regulacdo positiva das COXs, que é atenuada pelo
Otenaproxesul. Os efeitos do Otenaproxesul foram superiores aos do Naproxeno
sobre a hiperplasia neointimal, sugerindo que parte de sua acéo ocorra de forma
independente da inibicdo das COX. Dentre esses mecanismos, a melhora
completa dos parametros morfométricos e de perfusdo promovidos pelo
Otenaproxesul foram associados a reducéo da expressao e atividade de MMP-
2, maior acao antioxidante e aumento da biodisponibilidade NO.

Naproxeno

Figura 19: Efeitos do Naproxeno e Otenaproxesul sobre a proliferacdo de
CMLVs na hiperplasia neointimal.

Diante disso, acredita-se que o H2S potencialize os efeitos benéficos da
inibicdo de COXs pelo Otenaproxesul na prevencéo da proliferacdo de CMLVs
na hiperplasia neointimal vascular. Sugerimos assim, que se trata de uma droga
com grande potencial para inclusdo em SF e até mesmo uma alternativa para
tratamentos sistémicos, podendo ser empregada como uma nova ferramenta

terapéutica.
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