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Resumo



Efeito relaxante de derivados N-sulfonilidrazénicos do rolipram em traqueia de cobaia:
investigacdo do mecanismo de agdo do LASSBio-1846

MEDEIROS, M. M.

Trabalho de Conclusao de Curso/Farmacia/UFPB (2015)

Visando contribuir com o desenvolvimento de novos medicamentos para tratar os
sintomas de doencas das vias respiratorias foram sintetizados novos inibidores da
PDE4 a partir do prototipo rolipram. Os novos derivados N-sulfonilidrazénicos sé
haviam sido testados em ensaios enzimaticos in vitro. Visando investigar os efeitos
desses derivados em condi¢des fisiologicas, escolheu-se a traqueia isolada de
cobaia como modelo. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar um possivel efeito
relaxante de uma nova série de derivados do rolipram, inibidor de PDE4, bem como
investigar o mecanismo de acdo do derivado mais potente. Para tanto, dos cobaias
foi isolada a traqueia, segmentada em anéis e conectada a um sistema de aquisicao
digital para obtencdo dos dados. Inicialmente, realizou-se uma triagem
farmacoldgica com 5 derivados (LASSBio-1846, 1847, 1848, 1849 e 1851). Todos os
derivados relaxaram a traqueia de cobaia pré-contraida com carbacol, na presenca
(pD2, = 5,34 + 0,04; 4,83 + 0,02; 451 + 0,03; 420 + 0,08 e 4,70 + 0,06,
respectivamente) ou auséncia de epitélio funcional (pD, = 5,15 £ 0,08; 4,78 + 0,04
4,44 + 0,03; 4,10 = 0,07 e 4,85 *= 0,08, respectivamente). De acordo com esses
valores, constatou-se que o LASSBIio-1846 foi o mais potente, sendo este
selecionado para a investigacdo do mecanismo de acédo, em nivel funcional. Tendo
em vista a grande expressao dos receptores adrenérgicos-f, no musculo liso das
vias aéreas, utilizou-se o propranolol, um bloqueador adrenérgico-f nao seletivo
para avaliar a participacdo desses receptores. Observou-se que houve desvio da
curva de relaxamento do LASSBIio-1846 para a direita (pD,=5,13 £0,07) com
reducdo da poténcia em 1,7 vezes na presenca do bloqueador, sugerindo a
participacdo desse receptor no mecanismo de acdo relaxante do derivado. A
ativacao de receptores adrenérgicos-B, leva a ativacao da adenilil ciclase (AC). Com
isso, decidiu-se investigar se essa enzima estaria envolvida no efeito relaxante do
LASSBIi0-1846. Para tanto, utilizou-se a forscolina, um ativador de AC e evidenciou-
se que a curva de relaxamento da forscolina na presenca do derivado
(pD2 = 6,46 £ 0,05) foi deslocada para a esquerda (pD,= 7,56 + 0,12), em cerca de
11 vezes, indicando potencializacdo do seu efeito, mostrando que o LASSBIio-1846
poderia favorecer a ativacdo da AC. A ativacdo dessa enzima culmina com o
aumento de cAMP, um importante nucleotidio envolvido no relaxamento das vias
aéreas e os niveis de cAMP sao regulados pelas PDEs. Para avaliar o envolvimento
dessas enzimas, utilizou-se aminofilina, um inibidor ndo seletivo de PDEs. A curva-
concentracdo resposta a aminofilina (pD,= 4,17 %= 0,07) foi desviada para a
esquerda na presenca do LASSBI0-1846 (pD, = 6,61 + 0,07) com potencializagéo do
efeito da aminofilina em aproximadamente 255 vezes, sugerindo que o efeito deste
composto se dé por uma inibicdo de PDEs. O aumento de cAMP favorece a ativacao
de PKA, a proteina cinase efetora dessa via de relaxamento no musculo liso. A
curva de relaxamento do LASSBIi0-1846 foi atenuada em 3 vezes na presenca de
H-89 (pD.= 4,83 +0,04) um inibidor de PKA, sugerindo a participacdo dessa
proteina. Sendo assim, pode-se sugerir que o LASSBIi0-1846 esta ativando a via
AC/cAMP/PKA para promover seu efeito relaxante em traqueia. Com base nesses
dados, sugere-se que os derivados N-sulfonilidrazbnicos avaliados possuem
atividade relaxante em tragueia de cobaia de forma independente de epitélio, sendo
0 LASSBIi0-1846 0 mais potente em relaxar esse 6rgéo por inibir as PDEs e modular
positivamente a via de transdugéao receptor B-AC-PKA.

Palavras-chave: derivados do rolipram. PKA. Tragueia de cobaia. Atividade
relaxante. Fosfodiesterases.
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Relaxant effect of N-sulfonilhidrazone derivatives from rolipram on guinea-pig trachea:
Investigation of mechanism of action of LASSBi0-1846

MEDEIROS, M. M.

Trabalho de Conclusao de Curso/Farmacia/UFPB (2015)

To contribute in development of new drugs to treat the symptoms of airway diseases
were synthesized new PDE4 inhibitors from rolipram. The new N-sulfonilhidrazone
derivatives had been only tested on in vitro enzymatic assays. To investigate their
effects on physiological conditions, the guinea-pig trachea model was selected. Thus,
the present study aimed to assess a possible relaxant action of a new series from
rolipram, a PDE4 inhibitor, as well as elucidate the mechanism of action of the more
potent derivative. Therefore, from guinea-pigs was isolated the trachea, sectioned
into rings and connected to a digital acquisition system to obtain the data. Initially, a
pharmacological screening was carried out with 5 derivatives (LASSBio-1846, 1847,
1848, 1849 and 1851). All compounds relaxed the guinea-pig trachea pre-contracted
with carbachol in the presence (pD, = 5.34 + 0.04; 4.83 + 0.02; 4.51 = 0.03;
4.20+0.08 e 4.70 + 0.06, respectively) or absence of functional epithelium
(pD2 =5.15 + 0.08; 4.78 £ 0.04; 4.44 + 0.03; 4.10 £ 0.07 e 4.85 + 0.08, respectively).
According to the pD, values, LASSBIi0-1846 was the most potent derivative and, so,
selected to the investigation of its mechanism of action, at functional level. Since, the
B.-adrenergic receptor on airway smooth muscle, we used propranolol, a non-
selective B-adrenergic blocker, to assess the participation of these receptors. The
relaxation curve of LASSBIi0-1846 was shifted to the right (pD,=5.13 + 0.07) with
reduction of 1.7 folds on blocker presence, suggesting a participation of
B2-adrenergic receptor on derivative induced relaxation. The (,-adrenergic receptor
leads to an adenylyl cyclase (AC) activation, so we decided to evaluate its
participation on LASSBIi0-1846 relaxation. Therefore, we used foskolin, an AC direct
activator, and observed that the relaxation curve of forskolin (pD,= 6.46 + 0.05) was
shifted to the left (pD,=7.56 + 0.12) in the derivative presence, around 11 folds,
indicating a potentiation of this effect and suggesting that LASSBIi0-1846 could favor
the activation of AC. The AC activation leads to intracellular increase of CAMP, an
important nucleotide involved on airway relaxation and cAMP levels are regulated to
PDEs. To evaluate its participation, aminophylline, a non-selective PDEs inhibitor,
was used. The concentration-curve response to aminophylline (pD,= 4.17 £ 0.07)
was shifted to the left in the presence of LASSBIi0-1846 (pD,=6.61+ 0.07) with
potentiation of this effect, around 255 folds, showing a PDEs inhibition. An elevation
of CAMP leads to a PKA activation, the kinase protein effector of this relaxation
pathway on smooth muscle. The LASSBIio-1846 relaxation curve was shifted to the
right, 3 folds, in the presence of H-89 (pD, = 4.83 + 0.04), a PKA inhibitor, suggesting
the participation of this protein. Thus, LASSBI0-1846 could be activating
AC/cAMP/PKA pathway to promote airway smooth muscle relaxation. According to
the data, the evaluated N-sulfonilhidrazone derivatives presented relaxant activity on
guinea-pig trachea in an epithelium independent manner, and LASSBIi0-1846 was
the most potent compound in induce relaxation due to PDEs inhibition and positive
modulate of B-receptor-AC-PKA pathway.

Keywords: derivatives of rolipram. PKA. Guinea-pig trachea. Relaxant activity.
phosphodiesterases.
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universalmente.
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O processo de descoberta de novos farmacos caracteriza-se por multiplos
fatores que envolvem o planejamento molecular de novas estruturas capazes de
apresentarem o0s efeitos farmacolégicos desejados, com biodisponibilidade
adequada ao seu emprego terapéutico e seguro. E pensando nesse processo de
planejamento, que a quimica medicinal estuda as razdes moleculares da acdo dos
farmacos e a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica/farmacolégica
(BARREIRO, 2002).

Uma classe de drogas que é alvo constante na busca por novos membros,
com maior eficacia e seletividade, é a dos inibidores de fosfodiesterases (PDES).
Essas enzimas foram descritas pela primeira vez em 1962 pelo Earl Sutherland e
seus colaboradores, logo apds a descoberta do monofosfato ciclico de adenosina
(cCAMP). As PDEs sédo enzimas metalofosfo-hidrolases que através da hidrolise,
inativam os nucleotidios, cCAMP e monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), em
5'-monofosfatos de adenosina (AMP) e de guanosina (GTP), respectivamente. Além
disso, estas enzimas também desempenham um papel critico na regulacdo indireta
da sinalizacdo de diversas vias do metabolismo intracelular (SUTHERLAND; RALL,
1958; BUTCHER; SUTHERLAND, 1962; BEAVO, 1995; CHUNG, 2006).

Sao conhecidos 11 grupos de isoformas de PDEs (PDE1-PDE1l). Essa
nomenclatura foi estabelecida de acordo com os genes dos quais sdo produtos,
suas propriedades bioquimicas, regulacao e sensibilidade a agentes farmacoldgicos
(BEAVO, 1995). A familia da PDE4 merece destaque dentre as familias de PDEs
mais estudadas. Ela é subdividida em quatro isoformas: PDE4 A-D, sendo as
isoformas A, B e D as mais importantes no processo asmatico, visto que sua
distribuicdo se d& em células inflamatoérias, tais como, células T e B, eosindfilos,
neutroéfilos, células endoteliais, células epiteliais e musculo liso das vias aéreas,
enguanto que a isoforma C é encontrada no sistema nervoso central (SNC), musculo
esquelético, testiculos e pulmdes de fetos humanos (HOUSLAY et al., 1998; DAL
PIAZ; GIOVANNONI, 2000; SPINA, 2000; ESSAYAN, 2001; BARBER et al., 2004;
CHUNG, 2006; LUGNIER, 2006; KODIMUTHALI et al., 2008).

Considerando a base inflamatéria de algumas doencas, como a asma, e a
participacdo de diferentes citocinas na sua fisiopatologia, varios pesquisadores tem
tentado desenvolver farmacos anti-inflamatorios tdo efetivos quanto os

corticosteroides, porém com menos efeitos indesejaveis. Diante disso, os inibidores
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de PDE4 vém sendo amplamente estudados (SUTHERLAND; RALL, 1957). Alguns
dos inibidores de PDE4 de segunda geracdo sao promissores, levando a acreditar
que, existira mais de um grupo terapéutico efetivo e com menos efeitos colaterais
para o tratamento da asma (BUNDSCHUH et al., 2001; LEICHTL et al., 2002).

Nesse contexto, o rolipram, que € o prototipo dos inibidores seletivos de
PDE4, apresentou acdo antidepressiva, anti-inflamatoria, imunossupressora e
antitumoral, e ainda, demonstrou uma melhora na funcado pulmonar. Porém, devido
aos efeitos colaterais, como aumento de secrecdo gastrica, diarreia, cefaleia,
nauseas e émese, que provavelmente se deu devido a presenca de isoformas de
PDE4 no SNC, sua utilizagdo para fins terapéuticos foi interrompida (WACHTEL,
1983; SEMMLER; WACHTEL; ENDRES, 1993; SOMMER et al., 1995;
GIOVANNONI, 2000; CHEN et al., 2002; DAL PIAZ; GIEMBYCZ, 2002; HOUSLAY,
SCHAFER, ZHANG, 2005; HALPIN, 2008; WHITAKER et al., 2008).

Dessa forma, o rolipram tornou-se uma importante ferramenta farmacol6gica
na busca por novos inibidores de PDE4, a partir de modificacbes na sua estrutura
guimica. A problematica de diversos representantes da classe dos inibidores da
PDE4, como o rolipram, apresentarem efeitos colaterais gerou grandes duvidas na
comunidade cientifica quanto a possibilidade de um dia estes inibidores se tornarem
farmacos. Porém, a falta de alternativas efetivas para o tratamento de doencas de
cunho respiratério estimulou os pesquisadores, visando a descoberta de novos
inibidores de PDE4 mais seguros. Este esfor¢o foi recompensado, com a aprovacgao
do roflumilaste para uso no tratamento da doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), na qual os inibidores de PDE4 tem se mostrado extremamente eficazes
(GIEMBYCZ; FIELD, 2010; DE AZEVEDO; KUMMERLE, 2015).

Os inibidores de PDE4 sdo opcdes terapéuticas para diversos agravos de
saude, como por exemplo, a hipertensao pulmonar, a disfuncdo erétil, a DPOC e a
asma. Esta ultima pode ser definida como uma desordem inflamatéria crénica das
vias aéreas nas quais muitas células e elementos celulares estdo envolvidos. A
inflamacdo crébnica e a hiperatividade das PDEs, que causam uma
hiper-responsividade das vias aéreas, presentes na asma, levam a episodios
recorrentes de chiado, falta de ar, aperto no peito e tosse. Esses episodios sao
associados com obstrucdo generalizada do fluxo aéreo que pode ser reversivel

espontaneamente ou, muitas vezes, somente com tratamento (MASOLI; FABIAN;
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HOLD, 2004; PAGE; SPINA, 2012). Essa inflamacado cronica das vias aéreas, bem
como a disfungcdo do musculo liso desempenham papéis importantes no
estabelecimento e progressdo da doenca, consequentemente, os medicamentos
anti-inflamatoérios e broncodilatadores séo utilizados extensivamente nao sé para o
tratamento da asma, mas também para as outras doencas que acometem o trato
respiratério (LIU et al., 2013).

Diante disso, o Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBIio®) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) sintetizou uma série
de compostos inibidores de PDE4, a partir de modificacbes estruturais no composto
arilsulfonamidico, o LASSBIi0-448, preservando o grupo farmacoforico, tendo como
percussor o rolipram (MONTANA et al., 1998; CARDOZO, 2010; NUNES, 2013). A
partir do LASSBIi0-448 duas novas séries foram planejadas, a série | composta por
derivados N-sulfonamidicos e a série Il por N-sulfonilidrazénicos.

Dessa forma, nesse trabalho, teve-se como objetivo avaliar um possivel efeito
relaxante de derivados da série Il, bem como caracterizar o mecanismo de acdo do

derivado de maior poténcia e eficacia relaxante em traqueia de cobaia.
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Nos ultimos anos € crescente o desenvolvimento da quimica medicinal, area
gue promove a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos e de inovacoes
terapéuticas, por meio da interdisciplinaridade entre a quimica e a biologia. Essa
area preocupa-se com a invencao, o planejamento, a identificacédo, a preparacédo de
compostos biologicamente ativos e a interpretacdo do mecanismo de acdo em nivel
molecular, além da relacdo estrutura-atividade e do estudo do seu metabolismo
(WERMUTH et al., 1998; BARREIRO, 2009).

Um marco na histéria da quimica medicinal foi a sintese do &cido
acetilsalicilico realizada por Felix Hoffman em 1897, a partir da modificacdo
estrutural do acido salicilico. Porém, a primeira sintese intencional foi realizada em
1910, onde o alemdo Paul Erlich modificou moléculas quimicas para obter os
farmacos salvarsan e neosalvarsan, utilizados no tratamento da sifilis (PALMEIRA-
FILHO; PAN, 2003). Assim, a partir do planejamento racional de farmacos, tornou-se
possivel elencar alvos moleculares que podem ser investigados pela quimica
medicinal (YUNES; PEDROSA; CECHINEL-FILHO, 2001; LIMA, 2007).

Dentre a diversidade de alvos moleculares que podem ser sitio de acédo de
farmacos planejados racionalmente, destacam-se as PDEs. Essa superfamilia de
enzimas desempenham um papel fundamental na degradacdo dos niveis dos
nucleotidios ciclicos cAMP e cGMP (BROWN, 2007).

Essas enzimas sao ubiquas (OMORI; KOTERA, 2007), distribuidas pelos
mais variados tecidos do organismo, a exemplo dos rins, testiculos, cérebro,
préstata, retina, musculo esquelético, linfécitos T, mondcitos, macrofagos,
eosindfilos, neutrdéfilos, plaquetas, tecido adiposo, coragdo, endotélio, musculos
lisos, vias aéreas, dentre outros (DAL PIAZ; GIOVANNONI, 2000; ESSAYAN, 2001,
LUGNIER, 2006; KODIMUTHALI et al., 2008).

De acordo com o0s genes que regulam sua expressdo, propriedades
bioguimicas, regulacéo e sensibilidade a agentes farmacoldgicos, essa superfamilia
de enzimas pode ser subdividida em 11 familias, PDE1-11, que por sua vez,
dividem-se em isoformas e, dependendo da afinidade pelos nucleotidios ciclicos,
podem ser classificadas como inespecifica ou especifica pelos os substratos cAMP
ou cGMP (BEAVO, 1995; ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011).

As familias de PDE4, 7 e 8 tém preferéncia por hidrolisar cAMP, ja PDES5, 6 e
9 séo especificas para hidrélise de cGMP. Sendo que a maior parte da hidrolise do



26
Medeiros, M. M. Revisao bibliogréafica

CAMP em uma célula se deve a familia PDE4 (CONTI, 2003). As familias de PDEL1,
assim como as familias de PDE2, 3, 10 e 11 reconhecem cAMP e cGMP como
substrato, porém tém eficacias cataliticas ligeiramente diferentes. Algumas dessas
isoformas sdo estimuladas ou inibidas na presenca desses nucleotidios, como
ocorre com a familia de PDE2, estimulada por cGMP, e PDES3, inibida por cGMP
(VIEIRA, 2009).

A familia das PDE4, por exemplo, é responsavel pelo regulamento de funcbes
pulmonares desempenhadas por nervos sensoriais, epitélio e musculo liso das vias
aéreas (BENDER; BEAVO, 2006; CHUNG, 2006). Alguns inibidores seletivos dessa
familia de fosfodiesterase (rolipram, cilomilaste e roflumilaste) foram desenvolvidos
para tratar problemas do trato respiratorio, tais como DPOC e asma (MORETTO et
al., 2015).

O fato da PDE4 estar envolvida com o controle dos niveis de cAMP, o qual
esta envolvido na modulacdo de processos inflamatérios e possuir distribuicdo
variada no corpo humano, faz com que esta seja umas das familias mais estudadas.
Esse fato criou oportunidades e ao mesmo tempo desafios, para programas de
desenvolvimento de farmacos (DE AZEVEDO; KUMMERLE, 2015).

A asma é um disturbio inflamatério crénico das vias aéreas inferiores
associada a hiper-reatividade bronquica, limitagdo variavel do fluxo aéreo e
hipersensibilidade das vias aéreas. Clinicamente, essa doenca caracteriza-se por
um aumento da reatividade (hiper-responsividade brénquica) das vias aéreas a
variados estimulos, com consequente obstrucdo ao fluxo aéreo, de carater
recorrente e tipicamente reversivel, sendo uma condicdo multifatorial determinada
pela interacdo de fatores genéticos e ambientais (BATEMAN et al., 2008).

Mundialmente a asma possui uma prevaléncia de cerca de 300 milhdes de
casos, com estimativas sugerindo que a prevaléncia global dessa doenca terd um
crescimento de cerca de 50% por cada década (WHO, 2015). A prevaléncia de
asma no Brasil é estimada em 20 milhdes de pacientes acometidos, sendo que em
2011 o DATASUS registrou 160 mil internagdes em todas as idades, o que coloca
essa doenga como a quarta causa de interna¢cdes no Brasil, e a taxa de mortalidade
entre 1998 e 2007 foi de 1,52 por 100.000 habitantes (SBPT, 2012).

Em virtude de novos conhecimentos sobre os mecanismos patogénicos da

asma, farmacos que haviam sido colocados em posicdo secundaria, voltaram a ser



27
Medeiros, M. M. Revisao bibliogréafica

destaque. Por muito tempo, as metilxantinas constituiram o tratamento mais comum
da asma em todo o mundo. No entanto, o desenvolvimento de broncodilatadores,
mais potentes e seguros (B2-agonistas inalaveis) fez declinar seu uso. Da mesma
forma, o possivel efeito anti-inflamatoério da teofilina (inibidora de PDE néo seletiva)
voltou a colocéa-la sob o foco de discussdao (VASSALO; LIPSKY, 1998). Pode-se
dizer que os estudos visando definir o valor dos inibidores de PDE4 no tratamento
da asma resultam da retomada da teofilina, sob outra perspectiva (SUTHERLAND;
RALL, 1957).

Atualmente a terapia antiasmatica, basicamente, se limita a broncodilatadores
adrenérgicos e farmacos anti-inflamatorios que apresentam especificidade, eficacia,
duracdo de acdo e seguranca comprovadas através da farmacologia classica e
guimica medicinal (HOLGATE, 2011). De forma complementar, tem-se ainda o uso
de anti-histaminicos, anticolinérgicos, antileucotrienos e inibidores de
fosfodiesterases que propiciam um relaxamento direto das vias aéreas. No entanto,
apresentam diversos efeitos colaterais e 0s pacientes continuam a sofrer
exacerbacbes de asma. Apesar de serem usados ha décadas com reconhecido
sucesso, comprometendo e reduzindo significativamente a qualidade de vida destes
pacientes (JANSSEN; KILLIAN, 2006).

Embora sua utilizacdo tenha diminuido devido a introdugdo dos
broncodilatadores e glicocorticoides, a teofilina tem sido utilizada no tratamento da
asma e DPOC desde 1930. A teofilina em associacdo com corticosteroides é
indicada como segunda e terceira linha de escolha terapéutica para o tratamento da
asma e em combinacdo com broncodilatadores de longa acdo na DPOC
(SULLIVAN, 1994; WEINBERGER; HENDELES, 1996; RENNARD, 2004; SPINA,
2008).

Devido ao seu efeito broncodilatador, os agonistas dos receptores
adrenérgicos-B sdo outra classe terapéutica utilizada, sendo esses receptores
encontrados nos pulmdes e presentes na superficie muscular, do epitélio, glandulas
serosas e mucosas, pneumacitos, fibroblastos e musculo liso vascular deste 6rgéao.
O salbutamol e o fenoterol sdo alguns exemplos dos medicamentos desta classe
(WALDECK, 2002; GIEMBYCZ; NEWTON, 2006; HUGHES et al., 2011).

Pode-se citar também o uso de farmacos anticolinérgicos ou antimuscarinicos

e os anti-inflamatorios, os glicocorticoides. Os receptores muscarinicos dos tipos M;
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e M; estdo localizados nas vias respiratérias humanas e quando estimulados
promovem a broncoconstricdo e estimulam a secre¢do de muco. Desta maneira, 0s
antagonistas dos receptores muscarinicos atuam basicamente na inibicdo deste
processo de broncoconstricdo das vias aéreas. Como exemplos de anticolinérgicos
disponiveis para o tratamento tém-se os brometos de ipratropio e de tiotropio
(BARNES, 2004; MOULTON; FRYER, 2011; NGKELO; ADCOCK, 2013).

Além disso, alguns pacientes sdo resistentes as terapias vigentes,
necessitando assim de novos agentes terapéuticos para o tratamento e controle do
quadro asmatico, a exemplo da asma grave, que foi definida pela Sociedade
Respiratéria Europeia juntamente com a Sociedade Toracica Americana como
"aguela que requer tratamento com associagao de doses elevadas de corticosteroide
inalados além de um segundo controlador e/ou corticosteroides sistémicos para
impedi-lo de tornar-se descontrolada ou permanecer descontrolada”. Apenas 5-10%
dos pacientes asmaticos sofrem de asma grave, porém ela é responsavel por uma
grande parte dos custos de cuidados de saude e morbidade associadas com a essa
doenca (MOORE, 2007; CHUNG et al., 2014; DANIELSSON et al., 2014).

Como citado acima, o musculo liso das vias aéreas é alvo constante de varias
classes terapéuticas, visando o seu relaxamento, o que propiciaria uma melhora no
quadro sintomatico das doencas respiratdrias. De maneira geral, o modelo
experimental de musculo liso € de extrema relevancia para a descoberta de novas
drogas que o regulem e, consequentemente, possam vir a contribuir para o
tratamento de doengcas como asma ou DPOC ou que sejam utilizadas como
ferramentas para ensaios farmacologicos no musculo liso.

No musculo liso, a causa primaria para a producdo da contracao consiste no
aumento na concentracdo citosélica de calcio livre ([Ca®']lc) (VAN BREEMEN;
SAIDA, 1989). A regulacdo funcional da [Ca*']., para dar inicio a uma resposta
contratil no musculo liso depende de dois estimulos que levam a dois tipos de
acoplamentos: o eletromecanico, que esta envolvido com a mudanca do potencial de
membrana (Vn), € o farmaco-mecéanico, que ocorre com a ligacdo de um agonista ao
seu respectivo receptor (REMBOLD, 1996).

A despolarizacdo da membrana associada ao aumento da concentragédo
extracelular de potassio ([K']e) ou ainda indiretamente pela ligacdo dos agonistas

aos seus receptores, caracteriza o acoplamento eletromecanico, devido a abertura
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de canais de calcio dependentes de voltagem (Cay) e, consequentemente, o influxo
de fons célcio (Ca®") promovendo uma resposta contratil (REMBOLD, 1996).

Os mecanismos farmaco-mecanicos da contracdo incluem: 1) aumento de
1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) por ligacdo do agonista com o
receptor ativando o sistema efetor proteina Gg1-fosfolipase C. O IP3 liga-se a um
receptor de IP; (IPsR) permitindo a liberacdo de Ca®" dos estoques intracelulares
que favorecera a formacéo do complexo célcio-calmodulina (4Ca®*-CaM) disparando
o inicio do mecanismo contratil (REMBOLD, 1996); 2) aumento do influxo de Ca*
através da abertura do Cay por um mecanismo que ndo envolve mudanga no
potencial de membrana e 3) liberacdo do Ca®*" induzida por Ca*" através de
receptores de rianodina (RyR) (sensiveis a cafeina) presentes na membrana do
reticulo sarcoplasmético (RS) (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007).

Sendo o aumento na [Ca’]c a causa que leva a contracdo,
consequentemente seu relaxamento se da por diminuicdo dos niveis deste ion no
citosol (SOMLYO; SOMLYO, 2003). Esta diminuicdo na [Ca®‘]. pode ocorrer por um
mecanismo eletromecanico, caracterizado pela repolarizacdo (ou hiperpolarizacao)
da membrana, ou pelo mecanismo farmaco-mecéanico, que se da pela ativacao de
receptores de membrana e inibicdo das vias bioquimicas que levam a contracédo
(WOODRUM; BROPHY, 2001).

O acoplamento eletromecéanico de relaxamento é caracterizado pela abertura
de canais de potassio, que desempenham um papel chave na regulacdo do
potencial de repouso da membrana e na excitabilidade celular. A contragcdo no
musculo liso depende entdo do balanco entre o aumento da condutancia ao ion
potassio (K*), que gera uma repolarizacao/hiperpolarizacdo, e a diminui¢cdo de sua
condutancia que leva a uma despolarizacdo (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996).

Os mecanismos de relaxamento do muasculo liso via acoplamento
farmaco-mecanico pode ocorrer via receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
acoplado a proteina Gs, cuja subunidade o ativa a ciclase de adenilil (AC) que
converte o ATP em cAMP. A geracdo do oxido nitrico (NO) € outra via que leva ao
relaxamento caracterizado por esse acoplamento. O NO € um fator relaxante
derivado do endotélio/epitélio, pelos nervos e pelas células musculares lisas, que ao
estimular a ciclase de guanilil soltvel (sGC), induz a formagédo de cGMP a partir do
GTP (PEREZ-ZOGHBI; BAl; SANDERSON, 2010; BERRIDGE, 2012).
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As proteinas cinases dependentes de cAMP (PKA) e de cGMP (PKG)
fosforilam varios substratos, levando a: 1) ativacdo de canais de K*, que
indiretamente, inibem os Cay; 2) inibicdo direta dos Cay, (REMBOLD, 1996); 3) ao
aumento da cinética da Ca®*-ATPase tanto do RS (SERCA) como da membrana
plasméatica (PMCA); 4) inibicdo do trocador Na‘'/Ca** (BLAUSTEIN, 1989): 5)
inativacao dos IPsR (WOODRUM; BROPHY, 2001); 6) inibicdo da cinase da cadeia
leve da miosina (MLCK), impedindo a fosforilagdo da cadeia leve da miosina (MLC)
(REMBOLD, 1996);

De maneira complementar, as PDEs favorecem a contragdo muscular ao
hidrolisar nucleotidios ciclicos, com a inibicdo dessas enzimas, elevam 0s niveis
intracelulares de cAMP, que é o segundo mensageiro mais importante na via de
sinalizacao relaxante no mauasculo liso das vias aéreas (KNOX; TATTERSFIELD,
1995), bem como do cGMP (CHUNG, 2006). Dessa forma, as PDEs tornam-se
importantes alvos para o desenvolvimento de farmacos que possam vir a ser
utilizados no tratamento de doencas que envolvam o musculo liso respiratorio.

Nessa perspectiva, foi planejado e desenvolvido o rolipram, um potente e
seletivo inibidor da PDE4, apresentando 100 vezes mais seletividade por esta
isoforma com relacdo as outras PDEs (HATZELMANN et al., 2010; KUMMERLE et
al., 2012; MAURICE et al., 2014).

O rolipram, que curiosamente foi planejado como um composto
antidepressivo (SCHWABE et al.,, 1976; WACHTEL, 1982) mostrou-se ser um
inibidor promissor da hidrélise do cAMP em tecidos cerebrais e um eficaz modulador
da atividade anti-inflamatéria e imunolégica (LUGNIER et al., 1983; KOMAS et al.,
1989; SANZ; CORTIJO; MORCILLO, 2005). Assim como outros inibidores de PDE4
de primeira geracdo, o rolipram apresentou efeitos colaterais indesejados como
nauseas, vomitos e diarreia. Porém, o grande potencial anti-inflamatério destes
compostos serviu de incentivo a pesquisadores de universidades e industrias, o que
acabou levando ao desenvolvimento de inibidores de PDE4 mais seletivos e
avancados como o roflumilaste e o cilomilaste, ditos inibidores da PDE4 de segunda
geracdo (MOKRY; MOKRA, 2013; MAURICE et al., 2014).

Atraves do planejamento racional de novos inibidores de PDE4 desenvolvidos
a partir do rolipram, o LASSBio® (Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias

Bioativas/UFRJ) objetivou contribuir para a obtencdo de novas drogas para o
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tratamento dos sintomas associados as doencas do trato respiratorio, a exemplo da
DPOC e da asma, buscando compostos eficientes e com efeitos colaterais mais
brandos. Dos compostos ativos desenvolvidos, baseando-se na simplicidade
estrutural, escolheu-se o composto LASSBIi0-448 (Figura 1 e 2), seletivo para as
isoformas de PDE4, para planejar e desenvolver outras duas séries de novos
compostos quimicos, a série |, com 12 compostos N-sulfonamidicos (17a-f e 18a-f) e
a série Il, com 10 compostos N-sulfonilidrazénicos (19a-e e 20a-e), variando-se a

natureza dos radicais arilas ligados a funcao sulfonamida (Figura 3) (NUNES, 2013).

Figura 1 — Estruturas quimicas do rolipram (A) e do LASSBIio0-448 (B).
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Fonte: NUNES, 2013.

Figura 2 — Planejamento estrutural geral das séries | e Il como inibidores de PDE4 anélogos
de LASSBIi0-448.
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Fonte: NUNES, 2013.



32
Medeiros, M. M. Revisao bibliogréafica

Figura 3: Rotas sintéticas empregadas na obtencdo dos compostos N-sulfonamidicos da
série | (17a-f; 18a-f) (A) e N-sulfonilidrazénicos da série Il (19a-e; 20a-e) (B).
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Fonte: NUNES, 2013.

Diversas atividades farmacolégicas in vitro foram descritas para o
LASSBIi0-448, como: diminuicdo da émese em camundongos, inibidora de PDE4
bovina, atividade inibitéria moderada frente as isoformas A, B e C de PDE4 humana
e diminuicdo da hiper-reatividade das vias aéreas em modelo murino de asma
(NUNES, 2013).
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Nessa perspectiva, com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de
Novos compostos com potencial terapéutico na asma ou que possam ser utilizados
como ferramenta farmacoldgica, deciciu-se avaliar um possivel efeito relaxante de 5
derivados obtidos na série Il, os LASSBIio-1846, 1847, 1848, 1849 e 1851 (Figura 4),
em modelo experimental de musculo liso das vias aéreas de traqueia de cobaia. E
em seguida, realizar um estudo mais detalhado que possa caracterizar 0 mecanismo
de acdo, em nivel funcional, do derivado que apresentar o melhor perfil

farmacoldgico.

Figura 4 - Estruturas quimicas dos LASSBIi0-1846, LASSBIi0-1847, LASSBIi0-1848,
LASSBIi0-1849 e LASSBIi0-1851.
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3.1 Geral

Investigar um possivel efeito relaxante de uma série de derivados N-
sulfonilidrazdnicos do rolipram, sendo eles: LASSBIi0-1846, LASSBIio-1847,
LASSBIi0-1848, LASSBi0-1849 e LASSBIi0-1851 sobre a traqueia de cobaia, além de

determinar o mecanismo de acado do composto mais potente, em nivel funcional.

3.2 Especificos

v Determinar e comparar as poténcias e eficacias relaxantes relativas dos cinco
derivados N-sulfonilidrazénicos em traqueia de cobaia, na presenca e auséncia de

epitélio funcional.

v Avaliar o mecanismo de acao relaxante do derivado N-sulfonilidrazénico de

maior poténcia e eficacia relativas, analisando em nivel funcional:

" A modulacao do receptor adrenérgico-f3;
" O envolvimento da AC;
. A patrticipacdo de PDEs e de nucleotidios ciclicos;

. A ativacdo da PKA.



4 Material e métodos
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4.1 Material

4.1.1 Substancias-teste

Os derivados LASSBI0-1846, LASSBI0-1847, LASSBI0-1848, LASSBIio-1849
e LASSBIi0-1851 de massas moleculares 364,4, 334,1, 348,1, 388,1 e 320,1 u.m.a,
respectivamente, foram gentilmente cedidos pelos professores Dr. Eliezer Jesus de
Lacerda Barreiro e Dra. Lidia Moreira Lima do Laboratoério de Avaliagdo e Sintese de
Substancias Bioativas (LASSBio®/UFRJ).

4.1.2 Animais

Eram utilizadas cobaias (Cavia porcellus) de ambos os sexos, pesando entre
300-500 g provenientes do Biotério Prof. Thomas George do Instituto de Pesquisa
em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Antes dos experimentos, 0os animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada a base de racéo tipo pellets (Presence®) com
acesso a agua ad libitum, ventilacdo e temperatura (21 +1 °C) controladas e
constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o
periodo claro das 6-18 h. Todos os procedimentos experimentais eram realizados
seguindo os principios de cuidados com animais, submetidos e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB sob nimero de certido
0610/11 (Anexo A).

4.1.3 Drogas e Reagentes

O sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS0O,4.7H,0), o cloreto de calcio
di-hidratado (CaCl,.2H,0), a glicose (CgH12,06), 0 cloreto de sédio (NaCl), o
bicarbonato de sdédio (NaHCOg3), o cloreto de potassio (KCI), o hidréxido de sédio
(NaOH),o fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) e o acido cloridrico (HCI) foram
obtidos da Vetec (Brasil). Estas substancias, exceto a C¢H1,06, 0 NaHCO3; e 0 NaCl
eram dissolvidas e diluidas em agua destilada para obtencdo de cada

solugcéo-estoque que eram mantidas sob refrigeracéo.
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O Alcool etilico absoluto foi obtido da Merck (Brasil). O cloridrato de
carbamilcolina (CCh), o acido araquidénico (AA), a aminofilina, a forscolina e o
propranolol foram obtidos da Sigma-Aldrich. O H-89 foi obtido da Cayman Chemical
Company. Estas substancias eram mantidas em um “freezer’” a temperatura de
-20 °C, dissolvidas e diluidas em 4gua destilada, exceto o AA e o H-89 que eram
dissolvidos em etanol absoluto.

A mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) foi adquirida da White

Martins (Brasil).

4.1.4 Solugéo nutritiva

De acordo com os experimentos realizados, era utilizada a solucao nutritiva
ajustada ao pH 7,4 com HCIl ou NaOH 1N e gaseificada com mistura carbogénica,
cuja composicao esta descrita abaixo:

Krebs Normal (mM): NaCl 118,0; KCI 4,6; MgSO,4 5,7; KH,PO, 1,1;
CacCl, 2,5; Glicose 11,0; NaHCO3 25,0.

4.1.5 Equipamentos

Para o registro das contracdes isométricas, os 0rgdos eram sSuspensos em
cubas de banho para 6rgdos isolados (6 mL), modelo BOI-04, e conectados a
transdutores de forca isométricos modelo TIM 05 acoplados a um amplificador
modelo AECADOA4F. Este, por sua vez, estava conectado a um sistema de aquisi¢ao
digital com o software AQCAD versao 2.1.6 para aquisicdo dos dados e ANCAD
para analise. O sistema contém uma bomba termostatica modelo BT-60 que controla
a temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos junto a AVS Projetos
(S&o Paulo, SP, Brasil).

Os valores de pH eram aferidos através de um pHmetro digital modelo
PG2000 (GEHAKA, Sdo Paulo, SP, Brasil). As substancias eram pesadas em
balanca analitica modelo AY 220 e os animais em balanga semianalitica modelo
BG 4001 (GEHAKA, Sao Paulo, SP, Brasil).
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4.2 Métodos
4.2.1 Preparacao das solucdes-estoque das substancias-teste

Os derivados eram solubilizados em Cremophor® (3%) e diluidos em &gua
destilada para obtencdo das solucbes-estoque (10? M) que eram estocadas em
geladeira a uma temperatura de 4 °C, rediluidas em agua destilada de acordo com a
necessidade de cada protocolo experimental. A concentracéo final de Cremophor®
nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v). Nesta concentracdo, o Cremophor® é
desprovido de efeito contratil ou relaxante significante no érgao estudado, de acordo
com dados obtidos em experimentos anteriores. As concentracfes dos derivados
eram utilizadas sempre em multiplos de 3. Na triagem farmacoldgica eram testadas
as concentracées 3 x 10° M e 10 M e quando esse efeito era superior a 50 e 75%,
respectivamente, diminuiam-se as concentracdes até aquela de efeito 0% a fim de

se obter uma curva concentragdo-resposta.
4.2.2 Preparacdo dos anéis de traqueia de cobaia

Os cobaias eram eutanasiados por deslocamento cervical, seguido da seccao
dos vasos cervicais. Em seguida a traqueia era retirada e limpa de todo o tecido
conjuntivo e adiposo, posteriormente era dividida em segmentos, contendo 3-4 anéis
de cartilagem cada. Esses segmentos eram suspensos individualmente por hastes
de aco inoxidavel em cubas de banho para 6rgdos isolados contendo solucdo
nutritiva de Krebs e sob tensdo de 1 g. Estes tecidos eram mantidos a uma
temperatura de 37 °C, gaseificados com carbogénio e permaneceram em repouso

durante 60 minutos, sendo a solugéo trocada a cada 15 minutos.
4.2.3 Triagem farmacoldgica

4.2.3.1 Efeito dos derivados sintéticos do rolipram sobre a contracdo ténica

induzida por CCh em traqueia de cobaia
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A obtencdo dos 6rgdos era realizada de acordo com o item 4.2.2. Apés o
periodo de estabilizacéo, uma primeira contracéo era induzida pela adicdo de 10° M
de CCh a cuba. A integridade do epitélio da traqueia era verificada pela adicdo de
AA & cuba na concentracdo de 10*M (DEVILLIER et al., 1988), durante a fase
tbnica da primeira resposta induzida por CCh, onde anéis que obtiveram
relaxamentos superiores a 50% (em relacdo a forca de contragao inicial) eram
considerados com epitélio funcional. Anéis de traqueia sem epitélio eram obtidos
através da retirada do mesmo por atrito com uma haste envolta em algodao e
embebida com solucéo de Krebs. A retirada do epitélio era confirmada pela auséncia
de relaxamento em resposta a adi¢cdo de AA a cuba ou quando este relaxamento era
inferior a 10%, este anel era considerado sem epitélio funcional (TSCHIRHART et
al., 1987). Os segmentos eram mantidos em repouso durante 60 minutos, sendo a
solugéo trocada a cada 15 minutos.

Apols o periodo de estabilizagdo, investigou-se o efeito relaxante de cada
derivado (LASSBIi0-1846, LASSBIi0-1847, LASSBIi0-1848, LASSBIi0-1849 e
LASSBIio-1851) sobre a traqueia de cobaia pré-contraida por CCh, onde eram
obtidas duas contracdes ténicas de magnitudes similares induzidas por 10° M do
agonista supracitado e consideradas como controle e, durante a fase tonica da
segunda resposta, os compostos eram adicionados, individualmente, de maneira
cumulativa a cuba. Os experimentos eram realizados tanto na auséncia quanto na
presenca de epitélio funcional.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracéo inicial
induzida pelo CCh, sendo os valores de pD, (logaritmo negativo, na base 10, da
concentracdo molar de uma substancia que produz 50% de seu efeito maximo)
obtidos por regressao nao linear a partir das curvas concentracdes-resposta de cada

derivado.

4.2.4 Investigacdo do mecanismo de acdo, em nivel funcional, do
LASSBIi0-1846 em tragueia de cobaia

4.2.4.1 Efeito do LASSBIi0-1846 sobre as contracdes tonicas induzidas por CCh

na auséncia e na presencga de propranolol
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A traqueia era montada conforme o item 4.2.2. Apés o periodo de
estabilizacdo, 10° M de propranolol, um bloqueador adrenérgico-B ndo seletivo
(BILOIKOVA; BAUER; KOLENA, 1987), era pré-incubado por 20 minutos e uma
resposta contratil com CCh era induzida. Apos a estabilizacdo do componente ténico
dessa contracdo, o LASSBIi0-1846, era adicionado a cuba em concentracfes
crescentes de maneira cumulativa e seu efeito relaxante era registrado. O efeito do
LASSBIio-1846 era avaliado na auséncia do propranolol e tomado como controle. Os

valores de pD, do LASSBIi0-1846 foram comparados como descrito anteriormente.
4.2.4.2 Investigacao da participacao da via AC/cCAMP/PKA

4.2.4.2.1 Efeito da forscolina sobre as contragdes tonicas induzidas por CCh na

auséncia e na presenca do LASSBi0-1846

A traqueia era montada conforme o item 4.2.2. Apés o periodo de
estabilizacdo, o LASSBIi0-1846 era pré-incubado por 20 minutos na concentracao
gue mais se aproxime ao seu valor de pD, e uma resposta contratil com CCh era
induzida. Apoés a estabilizacdo do componente tdnico dessa contracéo, a forscolina
(10-10° M), um ativador de ciclase de adenili (BROOKER; PEDONE;
BAROVSKY, 1983), era adicionado a cuba em concentracdes crescentes de
maneira cumulativa e seu efeito relaxante era registrado. O efeito da forscolina era
avaliado na auséncia do LASSBIi0-1846 e tomado como controle. Os valores de pD;

da forscolina foram calculados e comparados como descrito anteriormente.

4.2.4.2.2 Efeito da aminofilina sobre as contracdes ténicas induzidas por CCh

na auséncia e na presenca do LASSBi0-1846

A tragueia era montada conforme o item 4.2.2, em seguida as preparacdes
eram expostas por 20 minutos ao LASSBIio-1846 na concentracdo que mais se
aproxime ao seu valor de pD, e uma segunda resposta contrati ao CCh era
realizada. Apos a estabilizacdo dessa segunda contragcéao, durante a sua fase tbnica
e sustentada, a aminofilina, um inibidor néo seletivo de PDEs (LIU et al., 2003), era

adicionada a cuba de maneira cumulativa e seus efeitos relaxantes registrados. O
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efeito da aminofilina foi avaliado em experimentos concomitantes na auséncia do
LASSBIi0-1846. Foram comparados os valores de pD, da aminofilina na auséncia e

presenca do derivado.

4.2.4.2.3 Efeito do LASSBi0-1846 sobre as contragcfes tonicas induzidas por
CCh na auséncia e na presenca do H-89

A traqueia era montada conforme o item 4.2.2., e apdés o periodo de
estabilizacéo, era incubado por 30 minutos 10° M de H-89, inibidor seletivo de PKA
(IRIE-N'GUESSAN et al., 2011) e uma resposta contratii com CCh era induzida.
Apoés a estabilizacdo do componente tbnico dessa contracdo, o LASSBIi0-1846 era
adicionado a cuba em concentracfes crescentes de maneira cumulativa e seu efeito
relaxante era registrado. O efeito do LASSBIi0-1846 era avaliado na auséncia do
H-89 e tomado como controle. Os valores de pD, do LASSBIi0-1846 foram

comparados como descrito anteriormente.
4.3 Anélise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como a média e o erro padrdo da média
(e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o teste t ou andlise de
variancia (ANOVA) “one-way” seguido do pés-teste de Bonferroni. A hip6tese nula
foi rejeitada quando o valor de p < 0,05. O pD, foi calculado por regressdo nao linear
para todos os experimentos realizados. Todos os dados foram analisados pelo
programa GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA,
U.S.A).



5 Resultados
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5.1 Triagem farmacologica

5.1.1 Efeito dos derivados sintéticos do rolipram sobre a contracédo tdnica

induzida por CCh em traqueia de cobaia

O LASSBI0-1846 (10°-3 x 10° M, n = 5), foi eficaz e equipotente em relaxar
os anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh, na presenca
(pD2 = 5,34 £ 0,04) e na auséncia (pD, = 5,15 + 0,08) de epitélio funcional (Figura 5A
e B, Gréfico 1, Tabela 1).

O LASSBI0-1847 (10°-10"M, n = 5) relaxou os anéis de traqueia de cobaia
pré-contraidos com 10° M de CCh, na presenca (pD, = 4,83 + 0,02) e na auséncia
(pD2 = 4,78 £ 0,04) de epitélio funcional de maneira eficaz e equipotente (Figura 6A e
B, Gréfico 2, Tabela 1).

O LASSBIi0-1848 (10%-3 x 10™ M, n = 5) relaxou os anéis de traqueia de
cobaia pré-contraidos com 10°® M de CCh, na presenca (pD, = 4,51 + 0,03) e na
auséncia (pD, = 4,44 + 0,03) de epitélio funcional de maneira eficaz e equipotente
(Figura 7A e B, Gréfico 3, Tabela 1)

O LASSBIi0-1849 (10%-3 x 10 M, n = 5) relaxou os anéis de traqueia de
cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh, na presenca (pD, = 4,20 + 0,08) e na
auséncia (pD2 = 4,10 % 0,07) de epitélio funcional, de maneira equipotente. Porém,
na presenca de epitélio funcional, apresentou menor eficacia farmacologica
(Emax= 70,93 + 3,34%) quando comparado com os demais derivados, que atingiram
100% de eficacia relaxante (Figura 8A e B, Gréfico 4, Tabela 1).

O LASSBI0-1851 (10%-10*M, n = 5), relaxou os anéis de traqueia de cobaia
pré-contraidos com 10° M de CCh, na presenca (pD.=4,70 +0,06),
respectivamente) e na auséncia (pD, = 4,85 + 0,08) de epitélio funcional, de maneira
eficaz e equipotente (Figura 9A e B, Gréfico 5, Tabela 1).

Com base nos valores de pD,, o LASSBIi0-1846 mostrou-se o derivado mais
potente em relaxar a traqueia na presenca e na auséncia de epitélio funcional.

A resposta do orgédo ao CCh foi revertida em até duas horas apés a lavagem

da preparacdo (dados ndo mostrados).
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Figura 5 - Registros representativos do efeito relaxante do LASSBIio-1846 em anéis de
traqueia de cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia (B) de
epitélio funcional.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo acumulativa do LASSBIi0-1846 nas
concentracdes de 10%; 3 x 10 107; 3x 107; 10® 3 x 10® 10° e 3 x 10° M (A e B). CCh =
carbacol, AA = acido araquidbnico, L = lavagem.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Gréfico 1 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1846 em anéis de tragueia de cobaia
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (M) e na auséncia ((J) de epitélio funcional.

0-

Relaxamento (%)
(o) N
? T

\l
T

100-

8 7 6 5 4
-log [LASSBi0-1846] M

Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Figura 6 - Registros representativos do efeito relaxante do LASSBio-1847 em anéis de
traqueia de cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia (B) de
epitélio funcional.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIio-1847 nas
concentragdes de 10°%; 3 x 10% 107; 3 x 107; 10° 3 x 10° 10°, 3 x 10° e 10* M (A e B).
CCh = carbacol, AA = acido araquidbnico, L = lavagem.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Gréfico 2 — Efeito relaxante do LASSBI0-1847 em anéis de tragueia de cobaia
pré-contraidos com 10°® M de CCh na presenca (®) e na auséncia (O) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: MEDEIRQOS, 2015.



49

Medeiros, M. M. Resultados

Figura 7 - Registros representativos do efeito relaxante do LASSBio-1848 em anéis de

traqueia de cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia (B) de
epitélio funcional.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBio-1848 nas
concentragbes de 10%;, 3 x 10%; 107; 3x 107"; 10°% 3 x 10 10° 3 x 10°, 10*3x 10* M (A e
B). CCh = carbacol, AA = 4cido araquidbnico, L = lavagem.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Gréfico 3 — Efeito relaxante do LASSBI0-1848 em anéis de tragueia de cobaia
pré-contraidos com 10°® M de CCh na presenca (A) e na auséncia (A) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Figura 8 - Registros representativos do efeito relaxante do LASSBio-1849 em anéis de
traqueia de cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia (B) de
epitélio funcional.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBio-1849 nas
concentracdes de 10 3 x 10 107; 3x 10"; 10° 3x 10° 10°,3x 10°,10*e 3 x 10* M (A
e B). CCh = carbacol, AA = 4cido araquidébnico, L = lavagem.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Gréafico 4 — Efeito relaxante do LASSBI0-1849 em anéis de tragueia de cobaia
pré-contraidos com 10°® M de CCh na presenca (V) e na auséncia (V) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Figura 9 - Registros representativos do efeito relaxante do LASSBio-1851 em anéis de
traqueia de cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia (B) de

epitélio funcional.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBio-1851 nas
concentragdes de 10% 3 x 10%; 107; 3 x 107; 10° 3 x 10°, 10°, 3 x 10° e 10* M (A e B).

CCh = carbacol, AA = acido araquidbnico, L = lavagem.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Gréfico 5 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1851 em anéis de tragueia de cobaia
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca () e na auséncia (<) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Tabela 1 - Valores de pD, dos LASSBIi0-1846, LASSBI0-1847, LASSBIi0-1848,
LASSBI0-1849 e LASSBIi0-1851 na presenca e na auséncia de epitélio funcional em traqueia
de cobaia.

D

LASSBio - P c.
1846 5,34 + 0,04*** 5,15 + 0,08k
1847 4,83 + 0,02 4,78 + 0,04"
1848 4,51 + 0,03 4,44 + 0,035 £
1849 4,20 + 0,08%¥ 4,10 + 0,07%
1851 4,70 + 0,06 4,85 + 0,08

ANOVA “one-way” seguido do pods-teste de Bonferroni. E(+): ***p < 0,001 [1846 vs.
1847/1848/1849/1851]; *p < 0,001 [1847 vs. 1848/1849]; *p < 0,01 [1848 vs. 1849];
¥¥p < 0,001 [1849 vs. 1851];

E(-): *p< 0,05 [1846 vs. 1851]; **p< 0,01 [1846 vs. 1847]; ***p< 0,001 [1846 vs.
1848/1849]; *p < 0,05 [1847 vs. 1848]; **p < 0,001 [1847 vs. 1849]; tp < 0,05 [1848 vs.
1849]; *p < 0,01 [1848 vs. 1851]; *¥p < 0,001 [1849 vs. 1851].

Fonte: MEDEIRQOS, 2015.
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5.2 Investigacdo do mecanismo de acdo, em nivel funcional, do LASSBio-1846
em tragueia de cobaia

5.2.1 Participacédo dos receptores adrenérgicos-p

5.2.1.1 Efeito do LASSBi0-1846 sobre as contracdes tonicas induzidas por CCh

na auséncia e na presenca de propranolol

O LASSBI0-1846 relaxou os anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com
10® M de CCh na auséncia (pD, = 5,34 + 0,04) e na presenca (pD, = 5,13 + 0,07) de
10° M de propranolol (Figura 10, Gréfico 6). No entanto, na presenca do bloqueador,
a poténcia relaxante do LASSBIi0-1846 foi reduzida em 1,7 vezes. A concentracéo
do LASSBIio-1846 para produzir Ens passou de 3 x 10° M na auséncia do
propranolol, para 10* M na presenca do bloqueador.
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Figura 10 - Registros representativos do efeito relaxante do LASSBIio-1846 em anéis de
traqueia de cobaia pré-contraidos com 10°® M de CCh na auséncia (A) e na presenca (B) de
10® M de propranolol.

[LASSBi0-1846] 10%-3 x 10° M
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}
}
19 \\.
tot A

propranolol CCh
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIio-1846 nas
concentragdes de 10%; 3 x 10% 107; 3x 107"; 10° 3 x 10°% 10° e 3 x 10®° (A) e 10, 3 x 10°%;
107;3x107; 10% 3x 10° 10°, 3 x 10° e 10* M (B). CCh = carbacol, L = lavagem.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Gréfico 6 - Efeito do LASSBIi0-1846 sobre as contracdes tonicas induzidas por 10° M de

CCh na auséncia (M) e na presenca (CJ) de 10° M do propranolol em anéis de traqueia de
cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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5.2.2 Investigacao da participacao da via AC/cAMP/PKA

5.2.2.1 Efeito da forscolina sobre as contracdes ténicas induzidas por CCh na

auséncia e na presenca do LASSBi0-1846

A forscolina (10*'-10® M, n=5) relaxou os anéis de traqueia de cobaia
pré-contraidos com 10°® M de CCh na auséncia (pD- = 6,46 + 0,05) e na presenca
(pD2 = 7,56 + 0,12) de 10° M do LASSBI0-1846 (Figura 11, Grafico 7). Com base
nos valores de pD, pode ser observado que o LASSBIio-1846 aumentou a poténcia
relaxante da forscolina em cerca de 11 vezes. A concentracdo da forscolina para
produzir Emax passou de 3 x 10° M na auséncia do LASSBi0-1846, para 10° M na

presenca do derivado.
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Figura 11 - Registros representativos do efeito relaxante da forscolina em anéis de traqueia
de cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (A) e na presenca (B) de 10° M
do LASSBIio-1846.
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As setas para baixo sob a barra representam a adigdo cumulativa da forscolina nas
concentragdes de 10™; 3 x 10 10 3 x 10™°; 10 3 x 10°; 10% 3 x 10%; 10"; 3 x 107;
10°e 3x10° M (A) e 10™; 3 x 10 10 3 x 10™°:10°; 3 x 10°; 10®; 3x 10%; 10”; 3x 10~
e 10 (B). CCh = carbacol, L = lavagem, FSK = forscolina.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Gréfico 7 — Efeito da forscolina sobre as contracdes tonicas induzidas por 10° M de CCh na
auséncia (%) e na presenca (*) do LASSBIi0-1846 em anéis de tragueia de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: MEDEIROS, 2015
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5.2.2.2 Efeito da aminofilina sobre as contragdes tonicas induzidas por CCh na

auséncia e na presenca do LASSBi0-1846

A aminofilina relaxou os anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com
10° M de CCh (pD,= 4,17 + 0,07) na faixa de concentracdo de 10® & 3 x 10* M
(Figura 12A, Gréfico 8).

Na presenca do LASSBIi0-1846, a aminofilina relaxou os anéis de traqueia de
cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh, porém com uma maior faixa de
concentracéo de 104 10 M (pD, = 6,61 + 0,07) (Figura 12B, Gréfico 8).

A curva de relaxamento da aminofilina na presenca de 10° M do derivado foi
desviada para a esquerda cerca de 255 vezes, quando comparada com a curva
controle e a concentracdo da aminofilina para produzir Emax passou de 3 x 10 M na

auséncia do LASSBi0-1846, para 10 M na presenca do derivado.
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Figura 12 - Registros representativos do efeito relaxante da aminofilina em anéis de
traqueia de cobaia pré-contraidos com 10°® M de CCh na auséncia (A) e na presenca (B) de
10° M do LASSBio-1846.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa da aminofilina nas
concentracoes de 10%; 3 x 10% 107; 3 x 107; 10° 3 x 10® 10°, 3x 10>, 10* e 3 x 10* M
(A) e 10™: 3 x 10™; 10 3 x 10 10°; 3 x 107; 10®, 3 x 10%; 107; 3 x 107; 10°; 3 x 10°®;
10°, 3 x 10° e 10“(B). CCh = carbacol, L = lavagem, AMF = aminofilina.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Gréfico 8 — Efeito da aminofilina sobre as contracées tonicas induzidas por 10° M de CCh
na auséncia (%) e na presenca (%) do LASSBIio-1846 em anéis de traqueia de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: MEDEIRQOS, 2015
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5.2.2.3 Efeito do LASSBi0-1846 sobre as contra¢cdes tonicas induzidas por CCh
na auséncia e na presenca do H-89

A curva de relaxamento do LASSBIio-1846 foi desviada para a direita na
presenca de 10° M de H-89, um inibidor de PKA. Os valores de pD, do LASSBio-
1846 passaram de 5,34 £ 0,04 na auséncia do H-89, para 4,83 £ 0,04 na presenca
do inibidor (Figura 13A e B, Grafico 9). Na presenca do inibidor, a poténcia relaxante
do LASSBIi0-1846 foi reduzida cerca de 3 vezes. A concentracdo do derivado para
produzir Emax passou de 3 x 10 M na auséncia do H-89, para 10“ M na presenca do

inibidor.
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Figura 13 - Registros representativos do efeito relaxante do LASSBIi0-1846 sobre os anéis
de traqueia de cobaia pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (A) e na presenca (B)
de 10° M de H-89.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIio-1846 nas
concentragdes de 10%;, 3 x 10% 107; 3x 107"; 10° 3x 10°% 10° e 3 x 10®° (A) e 10, 3 x 10°%;
107:3x107; 10% 3x 10°% 10°; 3x 10°e 10* M e (B). CCh = carbacol, L = lavagem.

Fonte: MEDEIROS, 2015.
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Gréafico 9 — Efeito da LASSBIi0-1846 sobre as contracdes tonicas induzidas por 10° M de
CCh na auséncia () e na presenca (O) de 10° M do H-89 em anéis de traqueia de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente, n = 3-5.

Fonte: MEDEIRQOS, 2015
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Na investigacdo do possivel efeito relaxante dos derivados
N-sulfonilidrazénicos, evidenciou-se que o0s LASSBI0-1846, LASSBI0-1847,
LASSBIi0-1848, LASSBIi0-1849 e LASSBIio-1851 relaxaram a traqueia de cobaia de
maneira significante e independente dos fatores derivados do epitélio, e que dentre
esses derivados, o LASSBIio-1846 foi o que apresentou uma maior poténcia
relaxante. Diante disso, prosseguiu-se com a investigacdo do mecanismo de acao
espasmolitica do LASSBIi0-1846. Constatou-se que o mesmo envolve a participacéo
dos receptores adrenérgicos-B, inibicdo das PDEs, 0 que estaria elevando os niveis
de cAMP levando a modulagédo positiva da AC, promovendo assim a ativacdo da
PKA.

O presente estudo iniciou-se com uma colaboracdo entre o Laboratério de
Farmacologia Funcional “Professor George Thomas” (LFF) e o LASSBio® da UFRJ
gue vém contribuindo com a pesquisa de novos inibidores de PDE4 por meio de um
planejamento racional destes. Estes foram concebidos a partir do rolipram, um
protétipo inibidor de PDE4, descrito na literatura por Montana et al, 1998., visando
contribuir no desenvolvimento de novos medicamentos para tratar os sintomas de
doencas respiratorias, a exemplo da asma, de uma forma eficiente e que reduzissem
os efeitos indesejaveis do prototipo (NUNES, 2013).

Os derivados foram planejados como inibidores de PDE4, com seletividade
para cAMP. A série dos derivados sulfonamidicos funcionalizados, foi avaliada
guanto a sua capacidade em inibir a PDE4 bruta. Os resultados demonstraram que
quase todos os derivados testados, com excec¢ao de trés compostos, inibiram a
PDE4 bovina, na mesma ordem de magnitude que o composto de referéncia, o
rolipram (NUNES, 2013).

A atividade enzimética € medida in vitro, sob condi¢cbes que, muitas vezes
nao se assemelham as in vivo. As condi¢cdes escolhidas sdo geralmente um pH
otimo, concentracdes saturadas de substrato, e a uma temperatura que é
conveniente controlar (SCOPES, 2002). Mesmo com essas condi¢des, as enzimas
no meio celular integro sofrem modulacdo de componentes celulares,
diferentemente do que ocorre quando essas estao isoladas, dessa forma, mesmo
que os derivados tenham apresentado efeito inibidor sobre a PDE4, faz-se
necessario uma comprovacao dessa atividade em experimentos em um meio que

melhor mimetize as condi¢des fisioldgicas. Diante isso, realizou-se a triagem
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farmacoldgica com cinco compostos da série Il (LASSBi0-1846, LASSBIio-1847,
LASSBIio 1848, LASSBIi0o-1849 e LASSBIio 1851), visando a atividade relaxante em
traqueia de cobaia.

Os ensaios farmacoldgicos mostraram que todos o0s derivados
N-sulfonilidrazénicos testados apresentaram efeito relaxante em traqueia de cobaia,
entretanto, apenas o composto LASSBIio-1849 apresentou uma menor eficacia
farmacoldgica na presenca de epitélio funcional quando comparado com os demais
compostos. Observou-se também que os derivados LASSBIi0-1847, -1848, -1849 e
-1851 apresentaram poténcias relaxantes similares tanto na presenga como na
auséncia de epitélio funcional. No entanto, o LASSBio-1846 demonstrou maior
poténcia relaxante em relacdo aos outros compostos testados, sendo também
equipotente tanto na presenca como na auséncia de epitélio funcional (Graficos 1-5).

Nas vias aéreas, a modulacéo do tdnus basal e a reatividade do musculo liso
pode ocorrer por meio da liberacdo de fatores relaxantes derivados do epitélio
(HASHIBA et al., 1999), tais como oxido nitrico (NO) (NIJKAMP et al., 1993) e
prostaglandinas (FARMER et al., 1987). Assim, a priori, descarta-se a participacao
desses fatores no efeito relaxante dos derivados testados no musculo liso das vias
aéreas de cobaia, uma vez que ndo foi observado diferenca na poténcia
farmacoldgica tanto na presenca como na auséncia do epitélio na traqueia de
cobaia. Assim, tendo o LASSBIi0-1846 mostrado-se como o derivado mais promissor
dentre os 5 testados, decidiu-se investigar o seu mecanismo de acao relaxante em
traqueia de cobaia.

Nas células do musculo liso da tragueia, o subtipo de receptor adrenérgico-f3
mais expresso é o receptor adrenérgico-B,, que possui um papel importante na
manutencao do ténus neste 6rgdo (MONTANO; BAZAN-PERKINS, 2005). Esta visao
€ apoiada pelos seguintes elementos: 1) as trés catecolaminas que produzem
relaxamento do musculo liso das vias aéreas sao classificados em poténcia como
isoprenalina> adrenalina> noradrenalina (LANDS et al., 1967; NAGATOMO; KOIKE,
2000; TANAKA et al.,, 2005); 2) os receptores adrenérgicos-B, sao ricamente
expressos em musculo liso das vias aéreas (BARNES, 1993; NIJKAMP, 1993;
JOHNSON, 1998; NAGATOMO; KOIKE, 2000); 3) agonistas de receptores
adrenérgicos-p, seletivos sdo amplamente utilizados para o tratamento de asma e
relaxam de maneira efetiva o musculo liso (BRITTAIN et al.,, 1968; WALDECK,
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2002). O efeito final decorrente da ativacao de receptores adrenérgicos-f, depende
da ativacdo da AC, consequente aumento nos niveis de CAMP e ativacao da PKA,
sendo o cAMP o principal segundo mensageiro responsavel pela modulacao
negativa da contratilidade neste masculo (TANAKA; HORINOUCHI; KOIBE, 2005).

Tendo em vista a grande expressdo dos receptores adrenérgicos-B, no
musculo liso das vias aéreas, bem como sua contribuicdo na manutencédo do ténus
desse 6rgéo, decidiu-se avaliar a participacdo dos mesmos no mecanismo relaxante
do LASSBI0-1846 utilizando o propranolol, um bloqueador adrenérgico-B né&o
seletivo. De acordo com o Gréfico 6 pode-se constatar que houve desvio da curva
de relaxamento do LASSBIi0-1846 para a direita, com redugédo da poténcia em 1,7
vezes na presenca do bloqueador, sugerindo a participacdo desse receptor no
mecanismo de acédo relaxante desse derivado.

Fisiologicamente, o conteudo citosélico de cAMP, um importante segundo
mensageiro capaz de ocasionar o relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas,
pode ser elevado pela ativacdo da AC. Essa enzima apresenta cerca de 9 isoformas
diferentes. A ativacdo de receptores adrenérgicos-f, com agonistas como a
isoprenalina produz diferentes concentracdes de cAMP, fato esse que se deve a
expresséo de diferentes isoformas da AC nos diferentes tecidos (MANOLOPOULOS;
SAMET; LELKES, 1995). Uma importante questdao que se coloca a respeito das
isoformas da AC é a de como estas sao ativadas. Todas as isoformas podem ser
ativadas pela forscolina, um ativador direto dessa enzima (MANOLOPOULOS;
SAMET; LELKES, 1995), que é um diterpeno do tipo labdano isolado de Coleus
forskohlii (Laminaceae) (HANKS; HUNTER, 1995).

Existem evidéncias de substancias capazes de modular indiretamente a
abertura de canais de K (BOLOTINA et al., 1994; FINN; GRUNWALD; YAU, 1996;
GRIBKOFF; STARRETT; DWORETZKY, 2001; LIU et al., 2003; DENSON et al.,
2005), algumas delas, como a forscolina leva a abertura desses canais por
fosforilacdo via PKA (MASON et al., 2002; WINKLHOFER et al., 2003). Uma vez que
a forscolina induz um relaxamento das vias aéreas pela ativacdo da AC, e
consequente elevacdo do conteudo citosélico de cAMP, decidiu-se investigar se
essa etapa da producdo de cAMP estaria envolvida na acédo relaxante do
LASSBIi0-1846.
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Nessa perspectiva, se o0 LASSBI0-1846 atuasse modulando positivamente a
AC ou a via desencadeada pela ativagdo dessa enzima, seria observado um efeito
relaxante mais pronunciado da forscolina na presenca desse derivado. E foi o que se
evidenciou no Grafico 7, onde a curva de relaxamento a forscolina foi deslocada
para a esquerda, indicando potencializacdo do seu efeito, em cerca de 11 vezes, na
presenca do derivado, mostrando que o LASSBIi0-1846 pode estar favorecendo a
ativacdo da AC, ou a via “downstream” de relaxamento a qual a AC faz parte, para
assim promover seu efeito relaxante sobre a musculatura lisa traqueal de cobaia.

O cAMP pode atuar ligando-se diretamente e ativando canais ibnicos na
membrana plasmética, no entanto, o seu principal mecanismo de acao € via ativagdo
da PKA, um efetor capaz de fosforilar inameros substratos (WALSH; VAN PATTEN,
1994; HANKS; HUNTER, 1995). Por sua vez, a PKA é uma enzima organizada na
forma de um tetrdmero com duas subunidades regulatérias (R) e duas subunidades
cataliticas (C), na forma R,C,. Apos a ligacdo do cAMP nas subunidades R da PKA,
ocorre a sua dissociacdo e a ativacdo das subunidades cataliticas (FRANCIS;
CORBIN, 1994).

Substéancias que tem a capacidade de aumentar o conteudo intracelular de
nucleotidios ciclicos tém seu efeito relaxante potencializado por meio da inibicdo das
PDEs nos mais variados tecidos, devido ao acumulo do conteado de cAMP e/ou
cGMP (BENDER; BEAVO, 2006; LUGNIER, 2006). Uma forma de investigar de
maneira indireta a participacdo de nucleotidios ciclicos, em nivel funcional, no efeito
relaxante de uma droga teste, € a utilizacdo de inibidores de PDEs, como a
aminofilina (JENNE, 1992; LIU et al.,, 2003). Dessa maneira, para verificar se o
LASSBIi0-1846 atuaria inibindo as PDEs, avaliou se o derivado apresentaria efeito
sinérgico com a aminofilina, um inibidor ndo seletivo das PDEs.

Assim se 0 LASSBIi0-1846 estivesse inibindo essas enzimas, se esperaria um
efeito mais pronunciado da aminofilina na presenca dessa substancia, do que na sua
auséncia, conforme foi observado. No Gréfico 8, a curva de relaxamento a
aminofilina foi deslocada para a esquerda, na presenca do LASSBio-1846, com
potencializacdo do efeito da aminofilina em aproximadamente 255 vezes, sugerindo
que o efeito deste composto se da por uma possivel inibicho de PDEs. Esses

resultados corroboram o fato do LASSBIi0-1846 ter sido sintetizado como inibidor de
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PDE4, assim a acdo sinérgica estaria dando-se pela inibicdo conjunta tanto da
PDE4, pelo derivado, como das demais isoformas de PDESs, por parte da aminofilina.

Um dos paradigmas canodnicos da sinalizacdo celular € que a PKA é a
principal molécula efetora na via de sinalizacdo desencadeada pelo receptor
adrenérgico-B./AC/IcAMP (MORGAN et al., 2014), sendo dessa forma, um elemento
chave no processo de relaxamento do musculo liso das vias aéreas. Nesse intuito,
se 0 LASSBIi0-1846 estivesse favorecendo a ativacdo da PKA, a curva de
relaxamento do mesmo seria atenuada na presenca de H-89, um inibidor da PKA
(IRIE-N'GUESSAN et al., 2011). Assim, observou-se no Grafico 9 que a curva de
relaxamento ao derivado foi desviada para a direita, na presenga do inibidor, com
diminuicdo da poténcia relaxante do derivado em cerca de 3 vezes. Assim, até o
momento, todos 0s achados sugerem que o0 mecanismo de acdo do LASSBIio-1846
envolve a modulagéao positiva da PKA, via inibicdo das PDEs, para assim levar ao
relaxamento das vias aéreas em cobaia. No entanto, o fato do inibidor da PKA n&o
ter abolido o efeito relaxante do composto avaliado, nos leva a hipotetisar que outras
vias ou outros passos da via AC/cCAMP/PKA possam estar contribuindo para essa
acao relaxante.

Estudos tém demonstrado que o desenvolvimento de uma Unica molécula
bifuncional no tratamento da asma e de outras doencas que necessitam de uma
associacdo de medicamentos, como por exemplo, a asma, a DPOC e as doencas
autoimunes, a citar, a artrite reumatoide, para o alivio dos sintomas, pode ser
interessante no sentido de que facilita a ades&o e pode otimizar o tratamento desses
pacientes. Além disso, diminui a probabilidade de interacdes medicamentosas que
pode ocorrer com essa combinacdo terapéutica. No caso das desordens que
acometem o trato respiratério, € muito comum se ter um tratamento baseado na
combinacdo de agonistas adrenérgicos-B, com inibidores de PDE, onde ambos
atuam por meio da modulacdo de cAMP (SELDON; MEJA; GIEMBYCZ, 2005;
TANNHEIMER et al., 2012 a, b).

Em consonancia com o exposto e de acordo com os resultados obtidos, o
LASSBIi0-1846 apresentaria o perfil de uma molécula multialvo, atuando sobre os
componentes da via desencadeada pelo segundo mensageiro CAMP, em especial a
AC e as PDEs, levando ao relaxamento das vias aéreas. E ainda, o fato de néo ter

observado-se um deslocamento maior da curva de relaxamento do derivado
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avaliado na presenca do inibidor da PKA, nos leva a hipotetizar que outras vias ou
outros pontos da via AC/cCAMP/PKA estivessem contribuindo para a agéo relaxante
do LASSBIi0-1846.

Em suma, os dados apresentados nesse trabalho demonstraram pela primeira
vez, que o LASSBIi0-1846 modula a via que regula o contetdo citosolico de cAMP,
em especial dos receptores adrenérgicos-, AC, PDEs e PKA culminando com o
relaxamento do musculo liso de traqueia de cobaia, ndo se descartando ainda a
participacdo de outras vias ndo investigadas no presente estudo. Por fim, o
LASSBio-1846 se mostra como uma substancia promissora para se dar
prosseguimento aos estudos e, futuramente, ser utilizado como uma ferramenta
terapéutica para desordens respiratorias ou arcabouco para o desenvolvimento de

outras moléculas de interesse medicinal.
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Neste trabalho de investigacdo da atividade relaxante dos derivados N-
sulfonilidrazdnicos do rolipram e do mecanismo de acao do derivado LASSBIi0-1846

em traqueia de cobaia, pode-se concluir, em nivel funcional, que:

v' Os LASSBI0-1846, LASSBIi0-1847, LASSBIi0-1848, LASSBIi0-1849 e
LASSBIo-1851 apresentam efeito relaxante em traqueia de cobaia pré-contraida
com CCh;

v' O LASSBI0-1846 apresenta maior poténcia relaxante em musculatura lisa das

vias aéreas de cobaia;

v" O mecanismo de acao relaxante do LASSBIi0-1846:
= Na&o depende de fatores relaxantes derivados do epitélio traqueal,
» Envolve a participacado dos receptores adrenérgicos-f3;

= Envolve a inibicdo das PDEs e a modulacao positiva da via AC/PKA.

Figura 14 - Esquema representativo do mecanismo de acgéo relaxante do LASSBio-1846 em
tragueia de cobaia
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