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Derivados sulfonamidicos do LASSBio-448 relaxam a traqueia de cobaia com inflamacao pulmonar alérgica
cronica: papel das vias do 6xido nitrico e das ciclo-oxigenases na agao relaxante do LASSBio-1611

SILVA, M. C. C.
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RESUMO

A asma é uma doenca inflamatéria crénica e multifatorial do sistema respiratorio,
caracterizada por remodelamento e hiper-responsividade brénquica, com tratamento
voltado para prevenir sintomas e crises agudas. Nesse sentido, ainda faz-se necessério
o aperfeicoamento de moléculas e testes em modelos animais como o de inflamagéo
pulmonar alérgica cronica (IPAC) induzida por ovalbumina para se chegar a um
tratamento mais eficaz. Portanto, avaliou-se o possivel efeito relaxante do LASSBio-448
e de 12 derivados, bem como investigou-se 0 mecanismo de acdo relaxante do
LASSBio mais potente em traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (GC) e com
IPAC (GIPAC). Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da UFPB (Certiddo N° 018/2015). O LASSBio-448 relaxou a
traqueia com e sem epitélio do GIPAC. Assim como o prototipo, os LASSBios
N-metilssulfonamidicos (-1610, -1630, -1631, -1628, -1612 e -1623) e sulfonamidicos
(-1622, -1613, -1722, -1629, -1625 e -1611) também relaxaram, a traqueia com e sem
epitélio funcional, pré-contraida com carbacol, do GC e do GIPAC, sendo o
LASSBIi0o-1611 o mais potente de todos quando comparado ao LASSBIio-448, na
auséncia de epitélio, tanto no GC (1.380 vezes) como no GIPAC (575 vezes). Sendo
assim, decidiu-se investigar seu mecanismo de acao relaxante em traqueia de cobaia na
auséncia de epitélio do GIPAC. Como uma das vias de relaxamento nas vias aéreas é a
do 6xido nitrico (NO), decidiu-se avaliar se a via da sintase do NO (NOS)/ciclase de
guanilil solavel (sGC)/proteina cinase G (PKG) seria ativada por esse derivado. A
poténcia relaxante do LASSBIio-1611 foi reduzida na presenca de L-NAME, de ODQ e
de Rp-8-Br-PET-cGMPS, inibidores da NOS, da sGC e da PKG em aproximadamente
170, 155 e 195 vezes, respectivamente. Além disso, a poténcia inibitéria do L-NAME
sobre o efeito relaxante do LASSBIio-1611 foi revertida na presenca do substrato de
NOS, L-arginina. Esses resultados fornecem indicios de que esse derivado ativa essa
via de sinalizagdo para relaxar a traqueia de cobaia com IPAC, sem epitélio. Como o0s
canais de K* e os de Ca®* dependentes de voltagem s&o alvos da PKG, avaliou-se o
efeito do LASSBIio-1611 sobre as contracdes induzidas por 18 ou 60 mM de KCI,
observando uma equipoténcia, sugerindo um possivel bloqueio do influxo de Ca*". Esse
blogueio foi confirmado pelo deslocamento da curva concetragcdo-resposta cumulativa
ao CaCl, de maneira pararela para a direita com reducdo do En.x na presenca de
diferentes concentragbes do LASSBIio-1611. Além disso, ha evidéncias de uma
interligacdo entre as vias da NOS e das ciclo-oxigenases (COXs) e se demonstrou que
na presenca de indometacina, um inibidor de COXs, e de indomentacina + L-NAME, a
poténcia relaxante do LASSBIio-1611 foi reduzida bruscamente em 813 e 537 vezes,
respectivamente, indicando que ha uma modulagédo das COXs, que aumenta a produgao
de prostanoides relaxantes nas vias aéreas. Adicionalmente, observou-se, in silico, que
0 LASSBI0-1611 tem uma entalpia de formacdo do complexo ligante-macromolécula
aumentada para as iINOS e nNOS, a PKG, o Cayl.2 e a COX-2, comparada a entalpia
de ativadores e/ou inibidores padrdes. Além disso, o0 LASSBIi0-1611 segue a regra de
Lipinski, assim como apresenta caracteristicas farmacocinéticas essenciais para um
bom candidato a farmaco. Portanto, de maneira geral, todos os LASSBIios relaxam
tragueia de cobaia, tanto do GC como do GIPAC e que o mecanismo de acgao relaxante
do LASSBIi0-1611 no GIPAC, sem epitélio, é dependente das vias NOS/sGC/PKG e
COXs. Essa poténcia relaxante aumentada do LASSBIio-1611 pode ser em decorréncia
da insercdo do substituinte 1-naftla na funcdo sulfonamida, aumentando sua
lipofilicidade.

Palavras-chave: LASSBios. Vias aéreas. Asma. Oxido nitrico. Canais de calcio.



Sulphonamide derivatives of LASSBIi0-448 relax the guinea pig trachea with chronic allergic pulmonary
inflammation: role of nitric oxide and cyclooxygenase pathways in the relaxing action of LASSBi0o-1611
SILVA, M. C. C.

Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos

Tese/CCS/UFPB (2019)

ABSTRACT

Asthma is a chronic and multifactorial inflammatory disease of the respiratory system,
characterized by bronchial remodeling and hyperresponsiveness, with treatment aimed
to preventing symptoms and acute attacks. Thus, it is still necessary to improve
molecules testing in animal models such as chronic allergic pulmonary inflammation
(IPAC) induced by ovalbumin focusing a more effective treatment. For this, it was
evaluated a possible relaxant effect of LASSBio0-448 and 12 derivatives, as well as well it
was investigated the mechanism of action of the most potent LASSBIio in guinea pig
trachea from control (GC) and IPAC (GIPAC) groups. The experimental procedures were
approved by Ethic Comission on Animal Use of UFPB (protocol N° 018/2015).
LASSBIi0-448 relaxed trachea in both the presence and presence of epithelium of
GIPAC. As showed by the prototype, the N-methylsulfonamide LASSBios (-1610, -1630,
-1631, -1628, -1612 e -1623) and sulfonamidic LASSBios (-1622, -1613, -1722, -1629,
-1625 e -1611) also relaxed trachea in both the presence and absence of epithelium,
carbachol-contracted, from GC and GIPAC, being LASSBIio-1611 the most potent of all
when compared to LASSBIi0-448, in the absence of epithelium, in both GC (1,380-fold)
and GIPAC (575-fold). Thus, it was decided to investigate its mechanism of relaxant
action in trachea denuded of epithelium from GIPAC. Considering that the airway
relaxation has the participation of nitric oxide (NO), it was decided to evaluate whether
the NO synthase (NOS)/soluble guanylyl cyclase (sGC)/protein kinase G (PKG) would be
activated by this derivative. The relaxant potency of LASSBIi0-1611 was reduced in the
presence of L-NAME, ODQ and Rp-8-Br-PET-cGMPS, inhibitors of NOS, sGC and PKG,
by approximately 170-, 155- and 195-fold, respectively. In addition, the inhibitory effect of
L-NAME on the relaxing effect of LASSBio-1611 was reversed in the presence of
L-arginine, the NOS substrate. These results provide strong evidence that this derivative
activates this signaling pathway to relax denuded guinea pig trachea with IPAC. As the
K" and voltage-sensitive Ca® channels are targets of PKG, the inhibitory effect of
LASSBIi0-1611 was tested on contractions induced by 18 or 60 mM KCI, observing an
equipotency, suggesting a possible blockage of Ca®* influx. This blockade was confirmed
since the cumulative concentration-response curve to CaCl, was paralleled shifted to the
right with reduction of Enax in the presence of different concentrations of LASSBio-1611.
There is evidence of an interconnection between the NOS and the ciclooxygenases
(COXs) pathways, and it was observed that in the presence of indomethacin, an inhibitor
of COXs, and indomentacin + L-NAME, the relaxing potency of LASSBio-1611 was
considerably reduced 813- and 537-fold, respectively, indicating that there is modulation
of COX, increasing the production of relaxant prostanoids in the airways. In addition, it
was observed that, in silico, LASSBio-1611 has an enthalpy of formation of the
ligand-macromolecule complex increased for the INOS, nNOS, PKG, Cay1.2 and COX-2,
compared to the enthalpy of standards activators and/or inhibitors. Besides, the
LASSBIi0-1611 follows the Lipinski's rule as well as exhibits essential pharmacokinetic
characteristics for a good drug candidate. Therefore, in general, all LASSBios relax
guinea pig trachea of both GC and GIPAC, and that the relaxant mechanism of action of
LASSBIi0-1611 in the GIPAC, denuded epithelium, is dependent on the NOS/sGC/PKG
and COXs pathways. This increased relaxant potency of LASSBio-1611 is due to the
insertion of the 1-naphthyl substituent into the sulfonamide function, increasing its
lipophilicity.

Keywords: LASSBIos. Airways. Asthma. Nitric Oxide. Calcium channels.
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1 Introdugdo

A asma alérgica é uma doenca cronica, geralmente, inflamatéria e multifatorial
complexa do sistema respiratorio, caracterizada por uma hiper-responsividade
brébnquica a partir da exposicdo a estimulos externos tais como: alérgenos, ar frio,
guente ou Umido, esforco e estresse emocional, 0 que desencadeia
broncoconstricdo e aumento excessivo de muco nas vias aéreas. Além disso, a
hiperatividade das fosfodiesterases (PDEs) também ¢é responsavel por gerar esse
quadro hiper-responsivo presente na asma (KODIMUTHALI; JABARIS; PAL, 2008;
PAGE; SPINA, 2012).

A terapia atual para o tratamento da asma € baseada na broncodilatacédo
induzida por agonistas adrenérgicos [, antimuscarinicos e antagonistas dos
receptores cisteinil-leucotrienos, ou na supressao da inflamacgéo, com a utilizagéo de
glicocorticoides, sendo esses 0s principais farmacos disponiveis na terapéutica.
Estratégias essas que auxiliam no controle dos sintomas da asma, entretanto,
apresentam diversos efeitos colaterais (WALSH, 2005; PATEL; SHAW, 2015).

Dessa forma, é de primordial importdncia a busca por novas substancias
naturais ou sintéticas que venham a ampliar o arsenal terapéutico contra essa
doenca. Nessa perspectiva, modelos animais que auxiliem nas etapas iniciais para
descoberta destes compostos sdo de grande valia. Um dos modelos experimentais
utilizando a traqueia € o de cobaias (Cavia porcellus), uma vez que a resposta das
vias aéreas desses animais a maioria dos agonistas farmacolégicos é diretamente
comparavel a dos humanos (MUCCITELLI et al., 1987).

Uma grande aliada no planejamento racional de farmacos, que se baseia ha
relacdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica/farmacoldgica, € a Quimica
Medicinal (BARREIRO, 2002).

Nesse contexto, considerando-se a diversidade de alvos terapéuticos que

podem ser alvos de farmacos planejados racionalmente, destacam-se as PDEs, cuja



33
Silva, 2019 Introducdo

busca por inibidores com maior eficicia e seletividade vem crescendo ao longo dos
anos. Essa superfamilia de enzimas desempenham um papel fundamental na
modulacdo dos niveis de 3'5-monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) e de
guanosina (cGMP). Sendo a familia da PDE4, responsavel por regular as funcdes
pulmonares desempenhadas por nervos sensoriais, epitélio e masculo liso das vias
aéreas (BENDER; BEAVO, 2006; FAN CHUNG, 2006). Entre os inibidores de PDE4
estdo o rolipram, o cilomilaste, o roflumilaste e 0 CHF6001, desenvolvidos para tratar
problemas relacionados ao trato respiratério, tais como doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) e asma (MORETTO et al., 2015).

Visando uma melhoria na qualidade de vida de individuos portadores de
asma, diversos estudos utilizando estratégias da Quimica Medicinal, baseados no
mecanismo de acdo dos farmacos, vém contribuindo para suas modificacdes
estruturais, o que possibilita a descoberta de farmacos mais seletivos e com efeitos
colaterais menos intensos.

Nessa perspectiva, o Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas (LASSBio®) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) vem
trabalhando ha alguns anos, desenhando e modificando as estruturas de varias
moléculas. Entre elas, duas séries (sulfonamidica e sulfonilidrazénica), tendo como
protétipo o LASSBI0-448, um analogo do rolipram, ambos inibidores de PDE4
(NUNES, 2013).

Em estudos anteriores, Medeiros (2015) e Martins (2016) evidenciaram o
efeito relaxante do LASSBIi0-448 e da série sulfonilidrazénica em traqueia de cobaia
ndo asméatico e asmatico. Diante dessas premissas, decidiu-se investigar o possivel
efeito relaxante da série sulfonamidica, por meio de um estudo comparativo, bem
como caracterizar, em nivel funcional, o0 mecanismo de acdo do derivado mais
potente em traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (GC) e com inflamacao
pulmonar alérgica cronica (IPAC). Além disso, predizer a interagdo entre o derivado
mais potente e os provaveis alvos de ligacdo, por meio de um estudo de docking
molecular, bem como fazer uma andlise, in silico, de parametros fisico-quimicos e

farmacocinéticos.
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2 Fundamentagdo tedrica

2.1 Asma

A asma é uma doenca heterogénea, geralmente caracterizada por inflamacéo
cronica e remodelamento das vias aéreas. Essas caracteristicas se associam a
hiper-responsividade bronquica, o que desencadeia sintomas respiratérios como
sibilos, dispneia, opressdo toracica, tosse e limitagdo do fluxo aéreo expiratorio
variavel. Esses sintomas costumam variar em relacdo a intensidade e ao tempo,
podendo ser desencadeados por exposi¢do a alérgenos ou irritantes, mudancas no
clima e infeccbes respiratorias por virus, sendo uma doenca considerada um
problema de ordem mundial que afeta cerca de 300 milh6es de pessoas (1-16% da
populacdo mundial) em varios paises (PAVORD; GREEN; HALDAR, 2012; GINA,
2018).

No Brasil, estima-se que a prevaléncia da asma seja de 9,4%, o0 que
representa 20 milhdes de pessoas acometidas. Informacdes do banco de dados do
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS) apontam para
a reducao, em namero absoluto, das hospitalizacdes e da mortalidade de 2008 para
2013, com tudo, em 2013 a taxa de mortalidade por asma no Brasil, ainda era de
aproximadamente cinco pessoas/dia e cerca de 120 mil hospitaliza¢des, gerando um
custo de quase 22 milhdes de dolares aos cofres publicos. Esses dados ainda
apontam o Nordeste como sendo a segunda regido do pais mais acometida por
casos de asma e a primeira em casos de hospitalizagdes (CARDOSO et al., 2017).

A hiper-responsividade brénquica pode ser definida como um aumento na
facilidade e no grau de estreitamento das vias aéreas em resposta a estimulos
broncoconstritores. Essa caracteristica reflete uma resposta anormalmente
amplificada dos nervos parassimpaticos e dos masticitos das vias aéreas a

estimulos exdégenos, bem como uma anormalidade intrinseca da resposta do
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musculo liso dessas vias. Adicionalmente, pode estar correlacionada a inflamacgéo
aguda e cronica, com o remodelamento e, em especial, com o0 aumento da massa
de musculo liso e a perda da funcao da barreira epitelial das vias aéreas, reduzindo
a producao de fatores broncoprotetores (Figura 1) (RUBIN et al., 2002; PAVORD;
GREEN; HALDAR, 2012).

Figura 1 - Modelo esquemético dos processos inflamatérios e remodeladores que
contribuem potencialmente para a hiper-responsividade das vias aéreas e para a obstrucéo
do fluxo aéreo.

Reconhecimentoinicial do Hiperplasia

antigeno, orientagdodas miofibroblasto e fibrose
células T e produgéo de IgE

Perdade
sustentacéo
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T = células T; B = basdfilos; IgE = imunoglobulina E; CD = célula dendritica; M = mastadcito.

Fonte: Adaptado de PAVORD; GREEN; HALDAR, 2012.

O infiltrado inflamatério que acompanha respostas dos linfocitos T helper 2
(Th2) num quadro asmatico & caracteristico de alta eosinofilia e producdo de
imunoglobulina E (IgE), mas também inclui mastocitos, basofilos, neutrofilos,
monécitos e macrofagos, além disso ocorre deposicdo de proteinas basicas

principais (MBPs), espessamento da membrana basal subepitelial causada pela
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deposicao anormal de colageno e aumento do volume do musculo liso, de células
caliciformes e da vascularizacdo das vias aéreas. Associado a inflamacédo crénica,
ocorre remodelamento estrutural na morfologia das vias aéreas, o que culmina para
o declinio acelerado da funcdo pulmonar e para a obstrucdo do fluxo aéreo
observado em alguns pacientes com asma (Figura 1) (PAVORD; GREEN; HALDAR,
2012; HOLGATE et al., 2015).

O remodelamento estrutural e fenotipico do muasculo liso das vias aéreas
pode estar associado ao aumento da expressdo de proteinas, como a cadeia
pesada da miosina, a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) e a proteina G
monomérica da familia Rho do tipo A (RhoA). Em adic&o, a hiper-responsividade
aguda é induzida pela liberacdo de mediadores inflamatérios e broncoconstritores,
como a histamina, leucotrienos e citocinas do tipo Th2, que por sua vez, promovem
a liberacédo de acetilcolina (ACh) pelas fibras sensoriais aferentes e pelo nervo vago
induzindo a contracdo do musculo liso das vias aéreas (GOSENS et al.,, 2006;
MEURS; GOSENS; ZAAGSMA, 2008).

Além disso, é relatada uma diminui¢cdo da producédo de 6xido nitrico (NO) em
decorréncia da reducdo na expressao das sintases do NO endotelial (eNOS) e
neuronal (NNOS) e da biodisponibilidade de L-arginina, favorecendo a
hiper-responsividade inicial induzida por alérgenos. A baixa disponibilidade de
L-arginina nas vias aéreas € resultado de sua hidrélise em L-ornitina e ureia pela
enzima arginase, essa enzima tem sua expressdo aumentada por células Th2 e
interleucinas (IL) dos tipos 4 e 13. Ao mesmo tempo, uma resposta tardia pode ser
desencadeada devido a baixa oferta de L-arginina para a sintase do NO induzivel
(INOS) e a inibicdo de transportadores de aminoacidos catidnicos por MBPs,
levando a producdo de NO e de anion superoéxido (O2) pela iINOS, favorecendo a
formacao de peroxinitrito (ONOQO™), uma potente espécie reativa de oxigénio, que é
contratil e pré-inflamatéria (XIA; ZWEIER, 1997; MEURS; GOSENS; ZAAGSMA,
2008).

Em relacéo as células T, nas vias aéreas asmaticas, sua funcdo é controlar o
perfil celular inflamatério. Os linfécitos CD4" Th2 predominam na asma classica
alérgica, mas também hé outros tipos de perfis com uma variedade de outras células
T, a citar células Thl e Th1l7 na asma neutrofilica. Na asma alérgica eosinofilica e
na, potencialmente, ndo alérgica, o inicio da resposta imune do perfil Th2 se da por

meio da secrecao de citocinas IL-25, IL-33 e da linfopoietina estromal timica (TSLP),
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derivadas das células epiteliais. Essas citocinas induzem células linfoides inatas do
tipo 2 (ILC2) a produzir IL-5, IL-9 e IL-13. Além disso, as células T requerem uma
interacdo com as ceélulas dendriticas apresentadoras de antigeno para
processamento e apresentacdo dos alérgenos por meio do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). Por fim, o perfil Th2 secreta citocinas
pro-alérgicas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13) e o fator estimulante de coldnias de
granulécitos e macrofagos (GM-CSF), conduzindo as respostas com altos niveis de
IgE, de mastocitos e de eosinodfilos, que sdo caracteristicas da asma alérgica
(HOLGATE et al., 2015; McCRACKEN et al., 2017).

Além desses fatores, € importante o envolvimento do epitélio das vias aéreas
na asma, que apresenta histologia anormal e danos. Diversas razdes podem
explicar esse fato, por exemplo, apos a lesao epitelial, os alérgenos inalados podem
atingir mais facilmente o musculo liso e 0s nervos sensoriais (responsaveis por
liberar neurotransmissores) estdo mais expostos aos alérgenos facilitando a
broncoconstricdo. Além disso, mediadores relaxantes como o NO e a prostaglandina
E, (PGE,) tém sua formacédo diminuida favorecendo a hiper-reatividade das vias
aéreas asmaticas (LAITINEN et al., 1985; FOLKERTS et al., 2000; ORDONEZ et al.,
2000).

Para se estudar a fisiopatologia da asma e substancias com potencial
terapéutico para tratar essa doenca sao utilizados modelos animais, entre eles, o de
cobaia sensibilizado com ovalbumina (OVA). O perfil de resposta das vias aéreas
nesse modelo possui similaridade com o perfil asméatico de humanos, incluindo
eosinofilia e hiper-responsividade brénquica, assim como o cobaia tem uma grande
proximidade com humanos em relacdo a resposta muscular lisa e ao reflexo
autonémico. Esses roedores liberam, principalmente, histamina e leucotrienos em
resposta a estimulacdo mastocitaria, além de possuirem uma densidade de
receptores farmacoldgicos semelhante a dos humanos (CANNING, 2003; MEURS et
al., 2006; RESSMEYER et al., 2006; MEURS; GOSENS; ZAAGSMA, 2008).

Um modelo de IPAC em cobaias, inicialmente descrito por Tibério et al.,
(1997), foi implantado recentemente por nosso grupo de pesquisa e apresentou
infiltrado inflamatdrio peribrénquico, hiperplasia epitelial, espessamento da camada
muscular lisa e aumento da expressao das proteinas cinase-3 de fosfatidil inositol
(PI3-K) e a-actina. Adicionalmente, esse modelo também apresentou

hipercontratilidade do mdusculo liso a agentes contrateis (carbacol — CCh e
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histamina) dependente da participacdo do epitélio traqueal e do estresse oxidativo
(VASCONCELOS et al., 2019). Dessa maneira, o modelo de IPAC em cobaia se
configura como uma alternativa para estudos sobre a fisiopatologia da asma, devido
apresentar caracteristicas de perfil de resposta semelhantes as encontradas nessa
doenca, sendo também um modelo vidvel para investigacdo de substancias
potencialmente promissoras para o tratamento da asma.

Atualmente, o tratamento da asma brénquica consiste em reverter ou impedir
0s sintomas, a exemplo do broncoespasmo, da inflamacéo, do edema e do muco. As
classes de medicamentos mais utilizadas sdo: agonistas adrenérgicos 3 de acdes
curta (SABA) e longa (LABA) (sulfato de salbutamol, fumarato de formoterol e
bromidrato de fenoterol); glicocorticoides (dipropionato de beclometasona,
budesonida, acetato de metilprednisolona, flunisolida e furoato de fluticasona —
diminuem a liberacdo de interleucinas pré-inflamatorias, de prostaglandinas, de
leucotrienos, de quimiocinas, entre outros); antimuscarinicos de acdes curta e longa
(LAMA) (brometos de ipratropio e de tiotropio); inibidores de PDEs, as chamadas
metilxantinas (teofilina); inibidores da liberacdo de histamina e outros autacoides
(cromoglicato e nedocromil de sodio); anti-histaminicos (fumarato de cetotifeno —
bloqueador dos receptores Hj); antagonistas dos receptores cisteinil-leucotrienos
(montelucaste de sodio) e anticorpos monoclonais anti-lgE (omalizumabe — se liga
aos sitios de ligacdo de alta afinidade da IgE para receptor FceRIl) e anti-IL-5
(mepolizumabe — blogueia a ligacdo da IL-5 a cadeia alfa do complexo receptor da
IL-5 expresso na superficie celular do eosindfilo) (PATEL; SHAW, 2015;
McCRACKEN et al., 2017; GINA, 2018).

Além do tratamento farmacolégico, também se recomenda o0 nao
farmacoldgico, que consiste em evitar 0 uso de cigarros, assim como exposicdo a
fatores alergénicos (acaro, pelo de animais e fumaca de cigarro), medicamentos que
possam desencadear crises (acido acetilsalicilico — AAS), bem como € recomendado
a reducdo de peso corpéreo, a pratica de atividade fisica aerdbia, dieta rica em
frutas e vegetais, entre outros. A escolha do tratamento farmacolégico é baseada no
diagndstico, nos sintomas e na terapia disponivel, sendo dividido em cinco passos,
dependendo da gravidade da doenca (Figura 2) (GINA, 2018).

No entanto, em se tratando especificamente dos inibidores de PDESs, ainda se
faz necessario aumentar a especificidade e, assim, reduzir os efeitos colaterais que
limitam as doses, especialmente, dos inibidores de PDE4 (MAURICE et al., 2014),
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dessa forma, a Quimica Medicinal se torna importante area de conhecimento para o
desenho, o planejamento e o desenvolvimento de medicamentos que venham a
diminuir a incidéncia de episédios agudos e, assim aumentar a qualidade de vida

dos pacientes asmaticos.

Figura 2 — Passos para escolha do tratamento da asma de acordo com as manifestactes
clinicas.

Passo 5
Passo 4 Consultar
tratamento
Passo 3 L adicional
Médias/altas Tiotrépio™s,
Escolha preferencial p 1 Baixas doses de doses de Anti-igE e
de controle as=p Passoi2 ICS/LABA** ICS/LABA Anti-IL-5*
Adicionar
. Médias/altas doses de triotropio**
Outras opgoes de C.° e = U Ics Médias/altas Adicionar baixas
baixas doses Baixas doses de .
controle delCS teofilina® Baixas doses de ICS + doses de ICS + doses de OCS
LTRA (ou + teofilina*) LTRA (ou +
teofilina®)
. . . SABA, conforme necessario, ou baixas doses de
Prevenircrises SABA, conforme necessario ICS/formoterol®

Gravidade da asma

~
>

*Exceto criangas < 12 anos; **Para criancas de 6 a 11 anos, o tratamento preferido no
passo 3 é dose média ICS; *Para pacientes que receberam prescricdo de BDP/formoterol ou
BUD/formoterol e terapia de alivio; *A inalacdo com tiotrépio é um tratamento adicional para
pacientes = 12 anos com histérico de exacerbagdes. SABA = agonistas adrenérgicos 3, de
acao curta; LABA = agonistas adrenérgicos B, de acao longa; ICS = glicocorticoides
inalatoérios; LTRA = antagonistas dos receptores dos cisteinil-leucotrienos;
OCS = glicocorticoides orais; BDP = dipropionato de beclometasona; BUD = budesonida
(Redesenhado de GINA, 2018).

Fonte: Silva, 2019.

2.2 A Quimica Medicinal e a descoberta de inibidores de fosfodiesterases

O desenvolvimento de farmacos baseados em uma estrutura € realizado por
estudos da Quimica Medicinal, sendo a sintese do AAS a partir da modificacdo
estrutural do acido salicilico por Felix Hoffman, em 1897, o primeiro registro de
patente na histéria do desenvolvimento da industria farmacéutica (CALIXTO;
SIQUEIRA-JUNIOR, 2008). No entanto, a primeira sintese metédica e intencional foi
realizada em 1910, pelo aleméo Paul Erlich, que modificou moléculas quimicas para
obter os farmacos salvarsan e neosalvarsan, utilizados no tratamento da sifilis
(PALMEIRA-FILHO, PAN, 2003). Esse desenvolvimento foi facilitado a partir da

criagdo do banco de dados de proteinas (Protein Data Bank — PDB), que possibilitou
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o desenvolvimento de técnicas de modificagdo estrutural, levando a descoberta do
captopril, um farmaco anti-hipertensivo e inibidor da enzima conversora da
angiotensina (ECA). O captopril foi sintetizado a partir de modificacdes moleculares
no nonapeptidio teprotide (SQ-20,881), um principio ativo isolado e sintetizado do
veneno de Bothrops jararaca e com atividade inibitéria da ECA, mas ao ser
administrado por via oral, perdia eficacia. Isso fortaleceu o planejamento racional de
farmacos tendo como base o mecanismo de acdo pretendido, por exemplo, a
cimetidina e a sildenafila, bem como tornou possivel elencar alvos moleculares que
podem ser investigados pela Quimica Medicinal (YUNES; PEDROSA; CECHINEL
FILHO, 2001; LIMA, 2007).

Entre os alvos dos Quimicos Medicinais, podemos destacar as PDES, que séo
enzimas metalofosfo-hidrolases com funcédo de inativar, por meio de hidrélise, o
cCAMP e o cGMP nos respectivos 5'-monofosfatos de adenosina (AMP) e de
guanosina (GMP) (BEAVO, 1995; FAN CHUNG, 2006). As PDEs sdo uma
superfamilia dividida em 11 familias (PDE1-11) de acordo com os genes dos quais
sdo produtos, suas propriedades bioquimicas, regulacdo e sensibilidade a agentes
farmacoldgicos. As familias, por sua vez, se dividem em isoformas e, dependendo
da afinidade pelos nucleotidios ciclicos, podem ser classificadas como inespecifica
ou especifica pelos substratos cAMP e cGMP (BEAVO, 1995; ALEXANDER,;
MATHIE; PETERS, 2011).

Dessa maneira, as PDE1, 2, 3, 10 e 11 sao inespecificas para esses
nucleotidios ciclicos, enquanto que, as PDE4, 7 e 8 sao seletivas para CAMP e as
PDE5, 6 e 9 para cGMP. Além disso, podem ser reguladas pelo complexo
calcio-calmodulina, a exemplo da PDEL, e pelos préprios nucleotidios ciclicos, como
PDE2 e 3, que sao ativadas e inibidas, respectivamente, por cGMP. Quanto a
distribuicdo, essas enzimas se encontram em rins, testiculos, cérebro, prostata,
retina, musculo esquelético, linfocitos T, mondcitos, macréfagos, eosindfilos,
neutrofilos, plaguetas, tecido adiposo, coracdo, endotélio, masculo liso, vias aéreas,
entre outros (DAL PIAZ; GIOVANNONI, 2000; ESSAYAN, 2001; LUGNIER, 2006;
KODIMUTHALI; JABARIS; PAL, 2008).

Entre as familias de PDEs mais estudadas e de importancia para as vias
aéreas, destaca-se a PDE4, que é dividida em quatro isoformas (A-D). Todas as
isoformas necessitam de um fon metéalico divalente, como o Zn®* ou Mg*", para

promover a catalise do seu substrato especifico, o cCAMP, diferindo-se entre si por



41
Silva, 2019 Fundamentacdo tedrica

sua distribuicdo celular e em relagdo a sensibilidade ao inibidor rolipram. A
distribuicdo das isoformas A, B e D se d& em eosindfilos, neutrofilos e células T, B,
endoteliais e epiteliais das vias aéreas e traqueia. Dessa forma, sdo isoformas
importantes na fisiopatologia da asma, enquanto que a isoforma C é encontrada no
sistema nervoso central (SNC), musculo esquelético, testiculos, pulmdes de fetos
humanos e tragueia. Além disso, a PDE4 regula funcdes do endotélio vascular, de
nervos sensoriais, do epitélio e do musculo liso das vias aéreas (HOUSLAY;
SULLIVAN; BOLGER, 1998; BARBER et al., 2004; SPINA, 2004; FAN CHUNG,
2006; HALPIN, 2008; KODIMUTHALI; JABARIS; PAL, 2008).

O primeiro inibidor de PDE descrito na literatura foi a teofilina, uma
metilxantina, que € usada no tratamento de doencas do trato respiratério, a exemplo
da asma desde 1937, inibindo de maneira inespecifica as PDEs e aumentando os
niveis intracelulares de cAMP e de cGMP (BOSWELL-SMITH; CAZZOLA; PAGE,
2006; AHMAD et al., 2015). Com relacdo aos inibidores de PDE4, o protétipo é o
rolipram, que apresentou acao antidepressiva, anti-inflamatéria, imunossupressora e
antitumoral, além de melhorar a fung¢édo pulmonar. No entanto, seu desenvolvimento
para uso terapéutico foi interrompido devido a fortes efeitos colaterais, tais como,
nauseas, émese e aumento de secrecdo gastrica, provavelmente devido a presenca
de PDE4C no SNC e da capacidade da molécula atravessar a barreira
hematoencefalica (WACHTEL, 1983; SOMMER et al, 1995; DAL PIAZ
GIOVANNONI, 2000; CHEN et al, 2002; GIEMBYCZ, 2002; SEMMLER,;
WACHTELL; ENDRES, 2003; WHITAKER et al., 2008).

Apesar da incapacidade de uso clinico, o rolipram se caracteriza como uma
importante ferramenta farmacol6gica na busca por novos inibidores de PDE4. A
partir do seu grupo farmacoférico e de modificacbes em sua estrutura quimica,
chegou-se aos de segunda geracéao, cilomilaste e roflumilaste, desenvolvidos para o
tratamento da DPOC e da asma, sendo que ambos ainda apresentam efeitos
colaterais, como diarreia, nauseas e dores abdominais (FAN CHUNG, 2006;
GIEMBYCZ; FIELD, 2010; PAGE; SPINA, 2012).

Diante dos avancos na descoberta de novos inibidores de PDE4, ainda se faz
necessario o aperfeicoamento de moléculas para se chegar a uma maior
seletividade e, consequentemente, reduzir os efeitos colaterais/adversos. Nesse
sentido e considerando o interesse direcionado a PDE4 como alvo para tratar

doencas do sistema respiratério, o LASSBio®/UFRJ desenhou e sintetizou duas
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séries (sulfonamidica e sulfonilidrazénica) de compostos a partir do LASSBio-448,
um anélogo do rolipram, que foi desenvolvido a partir de modificagées estruturais em
um composto arilsulfonamidico. Esse ultimo foi sintetizado a partir do rolipram em
sintese desenvolvida por Montana et al. (1998) e também ¢é inibidor de PDE4
(NUNES, 2013).

O LASSBI0-448 se mostrou tao eficaz em inibir as PDE4 bovina e humana
quanto o rolipram, além de diminuir a resposta inflamatéria, a fibrose e o
remodelamento associadas a doencas cronicas como a DPOC e a asma, bem como
a hiper-reatividade das vias aéreas em camundongos. Além disso, relaxou a
traqueia de rato e de cobaia e, na concentracdo de 100 uM, inibiu as contracdes
cumulativas ao CCh, bem como aumentou os niveis de cAMP em traqueia de
cobaia. Apesar dessas atividades farmacoldgicas, o LASSBi0-448 ainda € capaz de
induzir émese, efeito colateral caracteristico dos inibidores de PDE4, o que
comprometeria 0 seu desenvolvimento para uso clinico, sendo necessario a
otimizacdo estrutural na tentativa de ajustar as propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas. Com base nisso e na sua simplicidade estrutural, o0 LASSBio-448
foi escolhido para planejar e desenvolver as novas séries de compostos
sulfonamidicos (CARDOZO, 2010; NUNES, 2013; NUNES et al., 2016; SOUZA,
2015).

2.2.1 Planejamento e sintese dos derivados sulfonamidicos

As sulfonamidas foram os primeiros farmacos utilizados como agentes
preventivos e quimioterapicos contra varias doencas e, ao longo do tempo, vém
sendo empregadas clinicamente, a exemplo da bosentana, da sildenafila e do
celecoxibe, utilizados para o tratamento da hipertensdo pulmonar, da disfuncao erétil
e de doencas inflamatérias, respectivamente. Quimicamente, as sulfonamidas
possuem em sua estrutura o grupo funcional SO;NH, (CARTA; SCOZZAFAVA,
SUPURAN, 2012; KOLACZEK et al., 2014).

Como ja mencionado, o LASSBio®/UFRJ sintetizou 0o LASSBIi0-448 e, com
base na estrutura quimica dessa sulfonamida, desenhou seis compostos
sulfonamidicos (17a-f) e seis compostos N-metilssulfonamidicos (18a-f), variando-se
a natureza dos substituintes arilas (a-f), ligados a funcdo sulfonamida. Para

sintetiza-los, foi realizada, em uma Unica etapa, uma reacédo de condensacdo entre
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derivados clorossulfénicos (23a-f) e aminas primaria, como a
3,4-dimetoxifenetilamina (21) ou secundaria, a exemplo da
1N-metil-2-(3,4-dimetoxifenil)-1-etanamina (22), na presenca de diclorometano e de
trietilamina (Figura 3) (NUNES, 2013).

Figura 3 — Rota sintética empregada para obtencdo dos compostos sulfonamidicos.

Sulfonamidicos

Ar_ Cl HN_ _~__~__O CH2Ch, EN ae N o
0/; :\0 + - "| ~T \CH’ > 0“:/3\:0 ~ \._I.|" *-.‘:.l_.- «C HE:
21 ~Fo ta, 2-2,5h: 52-73% Ao
23af CH; 17a-f CH-
N-metilssulfonamidicos
A Cl EHS 0 CH;Ch; ELN (':H3
r - - "
:'s:b . H \/\©: CH; - Ar:S;N O‘CH3
o o ta, 2 - 2,5h 55-78% 0" 0
! \
23af 22 CH, 18a-f CH,

Ar = 3 CH; H,CO O,N
“2, 00, O 0,
a b c d e f

23a-f = derivados  clorossulfénicos; 21 =amina primaria; 22 =amina secundaria;
17a-f = estrutura quimica geral dos compostos sulfonamidicos; 18a-f = estrutura quimica
geral dos compostos N-metilssulfonamidicos; Ar = substituintes arilas.

Fonte: NUNES, 2013.

No desenho molecular foi proposto a remoc¢ao da subunidade metilenodioxila
(Figura 4 — a) e a substituicdo na subunidade arila ligada ao atomo de enxofre da
funcdo sulfonamida (Figura 4 — b) do LASSBIi0-448 por grupos retiradores (—NO,) e
doadores de elétrons (—OCH3; e —CH3), com o objetivo de investigar a relevancia das
interagcbes moleculares e das propriedades eletrbnicas para atividade anti-PDEA4.

Dessa forma, o planejamento de anéis aromaticos monossubstituidos deram
origem aos LASSBIos: 1) -1629 e -1630 (substituicdo para-nitro; Figura 3 — Ar = e);
2) -1625 e -1628 (substituicdo para-metoxila; Figura 3 — Ar = d) e 3) -1613 e -1623
(substituicdo orto-metila; Figura 3 — Ar = ¢). Enquanto que a troca do anel fenila do
LASSBI0-448 pelos substituintes 1-naftila (Figura 3 — Ar = b), originou 0s
LASSBIo0s-1611 e -1612, e 1-bifenila (Figura 3 — Ar = f), os LASSBIios-1622 e -1631
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(Quadro 1), visando explorar a contribuicdo de interacdes hidrofébicas com o sitio
ativo da PDE4 e uma vez que, esses substituintes sdo encontrados em algumas
classes de produtos naturais como 0s terpenos, 0s peptidios e os alcaloides
(NUNES, 2013).

Figura 4 — Estrutura quimica do LASSBI0-448.

Fonte: Silva, 2019.

Estruturalmente, também se tomou o cuidado de preservar o0 sistema
3,4-dimetoxifenila na molécula de origem, uma vez que esse grupo substituinte é
relatado como sendo a unidade farmacoférica para a atividade inibitoria de PDEA4.
Visando a presenca dessa unidade farmacoférica nas duas extremidades dos
compostos e estudar as diferencas conformacionais, a unidade benzodioxila foi
substituida pelo sistema 3,4-dimetoxifenila (Figura 3 — Ar = a) para gerar 0S
LASSBIi0s-1722 e -1610 (Quadro 1) (NUNES, 2013).

Souza (2015) evidenciou, em um ensaio enzimatico, que os LASSBIios da
série sulfonamidica, na concentracdo de 10 uM, apresentaram quase nenhuma
melhora da atividade anti-PDE4 humana em relacdo ao seu protétipo, o
LASSBIi0-448, exceto os LASSBios-1612, -1628 e -1631 que apresentaram uma
inibicAo acima de 40%. Resultados semelhantes foram observados para os
LASSBios da seérie sulfonilidrazbnica, exceto para o LASSBI0-1632, cuja inibicao
chegou a 90% (NUNES, 2013).

Além disso, experimentos realizados por nosso grupo de pesquisa
evidenciaram o efeito relaxante da série N-sulfonilidrazénica em artéria pulmonar
com endotélio (LASSBio-1632) e corpo cavernoso (LASSBIi0-1849) de rato, Utero de
rata (LASSBIio-1851) e traqueia de cobaia ndo asmatico e com asma alérgica
(LASSBi0s-1824, -1832, -1846, -1847, -1848, -1849, -1850 e -1851). Dentre os
LASSBios testados, o LASSBIi0-1847 se mostrou o mais potente da série e seu
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mecanismo de acao relaxante se da por modulagdo positiva da via ciclase de adenilil

(AC)/proteina cinase A (PKA)/CAMP e por inibicao de PDEs em traqueia de cobaia
(MEDEIROS, 2015; MARTINS, 2016; OLIVEIRA; SILVA, 2017; MELO; SILVA, 2017).

Quadro 1 — Compostos, estruturas quimicas e nomes quimicos da série sulfonamidica.

Compostos Estruturas quimicas Nomes quimicos
peE
LASSBIo- o e N N-(3,4-dimetoxifenetil)-3,4-
1722 (17a) | % \/\@ dimetoxibenzenossulfonamida
(i)
Pey
LASSBIo- o " N N'-(3,4-dimetoxifenetil)-3,4-dimetoxi-
1610 (18a) | FAS \/\@ N-metilbenzenossulfonamida
|
o | O -
LASSBio- " °~ N-(3,4-dimetoxifenetil) naftaleno-2-
1611 (17b) AN sulfonamida
(o]
|
LASSBio- " SN N’-(3,4-dimetoxifenetil)-N-
1612 (18b) AN metilnaftaleno-2-sulfonamida
I
|
LASSBio- e °~ N-(3,4-dimetoxifenetil)-2-
1613 (17c) I metilbenzenossulfonamida
o
|
ey o N
LASSBIio- s~ ~ N'-(3,4-dimetoxifenetil)-N, 2-
1623 (18c) AN metilbenzenossulfonamida

—0

(Continua)



46

Silva, 2019 Fundamentacdo tedrica
(Continuacéo)
Compostos Estruturas quimicas Nomes quimicos
QL
LASSBIo- " N N-(3,4-dimetoxifenetil)-4-
1625 (17d) AN \/\©i metoxibenzenossulfonamida
|
/°\©\ |
LASSBio- e BN N*(3,4-dimetoxifenetil)-4-metoxi-N-
1628 (18d) N \/\@ metilbenzenossulfonamida
|
|
LASSBio- \©\3/" BN N-(3,4-dimetoxifenetil)-4-
1629 (17€) A \/\C[ nitrobenzenossulfonamida
|
LASSBio- e °N N*(3,4-dimetoxifenetil)-N-metil-4-
1630 (18e) VAN \/\©: nitrobenzenossulfonamida
|
LASSBIo- I . N-(3,4- dimetoxifenetil)-bifenil-3-
1622 (17f) x V\©: ~ sulfonamida
]
LASSBio- | . N-(3,4-dimetoxifenetil)-N-
1631 (18f) Y V\C[ ~ metilbifenila-3-sulfonamida
]

Fonte: Silva, 2019.
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2.3 Docking molecular e estudos in silico no planejamento/desenvolvimento de
novos farmacos

O docking molecular visa prever a interacdo e a formacgdo do complexo
ligante-macromolécula, bem como prevé conformacfes e/ou poses do ligante ao
sitio ativo de uma proteina. Por essa razdo, é necessaria a estrutura tridimensional
do alvo molecular a ser estudado, que pode ser cristalografada por técnica de raio X,
ressonancia magnética nuclear ou obtida por técnicas computacionais. Desde o0s
anos de 1980, que o docking ligante-proteina vem sendo utilizado nas anélises em
bioinformética, sendo a ferramenta de identificacdo de compostos candidatos a
farmacos de primeira escolha quando se tem, apenas, um alvo e seu sitio de
ligacdo. Essa técnica se caracteriza por duas etapas principais, sendo uma de
amostragem das conformacfes/orientacdes, que esta relacionada com o espaco
conformacional descrito pela energia livre, e a outra etapa de funcdo de pontuacgéo,
que deve associar a conformagédo ligada ao menor nivel de energia global para o
encaixe do complexo ligante-macromolécula (KUNTZ et al., 1982; KITCHEN et al.,
2004; SALMASO; MORO, 2018).

As funcgbes de pontuacdo selecionam as poses, usadas para discriminar 0s
modos de ligacdo entre ligantes e ndo ligantes no conjunto de poses gerado pelo
docking, sendo um dos tipos a soma de varias energias empiricas como forcas de
Van der Waals, eletrostéticas, ligacdes de hidrogénio, entalpia, entropia e
hidrofobicidade, que sé@o otimizadas para reproduzir dados de afinidade para encaixe
de um complexo (SALMASO; MORO, 2018).

O estudo in silico também é uma alternativa viavel nos processos de
descoberta e desenvolvimento de medicamentos, cujas técnicas in vivo e in vitro sdo
dispendiosas e trabalhosas, dessa forma, minimizar esses fatores melhora a chance
de selecdo de moléculas com potencial uso terapéutico. Para esse uso, as
moléculas devem apresentar alta atividade bioldégica juntamente com baixa
toxicidade, bem como biodisponibilidade adequada com o alvo terapéutico no
organismo. Os parametros farmacocinéticos de absorcéo, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade (ADMET) podem ser preditos por modelos computacionais
como uma alternativa aos procedimentos experimentais, especialmente nas etapas
iniciais, quando as estruturas quimicas investigadas sdo numerosas, mas a

disponibilidade de compostos é escassa. Essa estimativa precoce de ADMET na
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fase de descoberta pode reduzir drasticamente a fracdo de falha relacionada a
farmacocinética nas fases clinicas de desenvolvimento de medicamentos (CHENG
et al., 2013; DAHLIN; INGLESE; WALTERS, 2015; DAINA; MICHIELIN; ZOETE,
2017).

2.4 Regulacdo da contracédo e do relaxamento do musculo liso nas vias aéreas

Sabendo-se da importancia da descoberta de novas substancias com acao
relaxante, que sdo aquelas que reduzem o tébnus dos musculos lisos, além de inibir a
sua contragdo ou induzir o seu relaxamento, o muasculo liso se torna um importante
modelo farmacoldgico para o estudo de tais substancias. Esse musculo € o principal
controlador da funcdo na maioria dos sistemas de 6rgdos ocos do corpo, como
vasos sanguineos, estbmago, bexiga, Utero, intestinos e vias aéreas. Nesse sentido,
a regulacdo/desregulacdo da contracdo desse musculo desempenha um papel
essencial em muitos processos fisiopatoldgicos, como distlrbios gastrintestinais e
uterinos, hipertenséo arterial e asma, sendo o fon Ca®" mediador de grande parte
desses processos e das acdes dos farmacos no organismo humano (WEBB, 2003;
KIM et al., 2008).

O Ca®* é um segundo mensageiro onipresente que exerce papel essencial no
controle de inumeras funcbes celulares, como proliferacdo, transcricdo génica,
apoptose e contracdo muscular (BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998). Ha duas
fontes celulares para esse ion: uma extracelular, que permite seu influxo através dos
canais de Ca®" presentes na membrana plasmaética de células excitaveis, e outra
intracelular representada pelos estoques internos, principalmente pelo reticulo
sarcoplasmatico (RS) (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011). A liberacéo de Ca**
do RS ocorre em decorréncia da agédo do 1,4,5-trisfosfato de fosfatidilinositol (IP3)
sobre seus receptores (IP3R) e pela ativacao dos receptores de rianodina (RyR) pelo
Ca?* liberado através dos IPsR (liberacdo de Ca** induzida pelo Ca* — CICR)
(MaCLENNAN, 2000; TAYLOR; LAUDE, 2002; JUDE et al., 2008).

O aumento na concentracéo citosélica de Ca?* [Ca*']. promove contracao,
além de promover proliferacéo celular no musculo liso (HILL-EUBANKS et al., 2011).
A regulacéo da [Ca*']¢, em nivel funcional, para dar inicio a uma resposta contratil no
musculo liso é dependente de dois estimulos que desencadeiam dois tipos de

acoplamentos: o eletromecénico, que esta envolvido com a mudancga do potencial de
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membrana (Vn), € o farmacomecéanico, que ocorre com a ligagdo de um agonista ao
seu respectivo receptor (REMBOLD, 1992; 1996).

A despolarizacdo da membrana associada diretamente, ao aumento da
concentracdo extracelular de potassio ([K']e), ou indiretamente, pela ligacdo de
agonistas aos seus receptores, caracteriza 0 acoplamento eletromecanico
(Figura 5), promovendo uma resposta contratii devido a abertura de Cay e,
consequentemente, ao influxo de Ca* (REMBOLD, 1996). Em musculo liso, o Cay
do tipo L ou 1 é o principal, e muitas vezes o Unico, tipo de canal de Ca®" expresso,
sendo alvo de blogueadores usados na terapéutica como o nifedipino e o verapamil
(WATERMAN, 2000; THORNELOE; NELSON, 2005; REYES-GARCIA et al., 2016).

Figura 5 — Esquema do acoplamento eletromecénico da contracdo muscular lisa pelo
aumento da concentracdo extracelular de K.

Canais de Cay Canaisde Cay
vazamento vazamento

A) Durante o repouso, o gradiente eletroquimico favorece o efluxo de ions K* pelos seus
canais de vazamento, deixando a regido perimembranar interna da membrana plasmatica
polarizada negativamente; B) Um aumento na [K'], diminui o efluxo de K*, ocasionando o
acumulo de cargas positivas na regido perimembranar interna; a célula despolariza, o que
ativa os Cay promovendo o influxo de Ca®*, com consequente contracdo do masculo liso. As
definicbes das abreviaturas estao presentes na lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: Silva, 2019.
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Os Cay se dividem em trés familias e sdo classificados segundo sua
sequéncia priméria de aminoacidos e suas func¢des fisiologicas: 1) Cayl ou Cay-L
(Cayl.1, Cayl.2, Cayl.3 e Cayl.4) — sensiveis a di-hidropiridinas, ativados por alta
voltagem e s&o os principais canais envolvidos no acoplamento excitagcdo-contracao;
2) Cay2 ou Cay-P/Q (Cay2.1); Cay-N (Cay2.2); Cay-R (Cay2.3) — insensiveis a
di-hidropiridinas, sensiveis a alta voltagem e inibidos por toxinas de aranha e de
caramujo marinho (w-agatoxina, w-conotoxina e SNX482), sdo expressos
principalmente em neurbnios; 3) Cay3 ou Cay-T (Cay3.1, Cay3.2 e Cay3.3) —
insensiveis a di-hidropiridinas e inibidos por uma toxina de escorpido Parabuthus
transvaalicus (curtoxina), ativados por baixa voltagem, sdo transitorios e expressos
em varios tipos celulares, onde estdo envolvidos na formacao do potencial de acao
com padrdes repetitivos (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011; CATTERALL,
2011; ALEXANDER et al., 2017).

Os Cayl, estruturalmente, sdo formados por cinco subunidades, sendo a
subunidade transmembranar principal a ol que se associa, por pontes de sulfeto, ao
dimero o298, as subunidades B (intracelular) e y (transmembranar) completam a
estrutura do canal. A subunidade al é responsavel por formar o poro e a sequéncia
de aminoacidos deste canal se organiza em quatro dominios (I-IV) com seis
segmentos cada um (S1-S6) e uma alca associada a membrana entre 0s segmentos
S5 e S6 (Figura 6) (CATTERALL, 2011).

Como ja mencionado, a contracdo também pode ocorrer por meio do
acoplamento farmacomecanico (Figura 7), também chamado de misto, ja que pode
ou nao depender de uma despolarizacdo de membrana. Agonistas como a ACh ou 0
CCh e a histamina se ligam aos receptores M3 e Hj, respectivamente, que acoplam
a proteina G e ativam a cascata do inositol, por meio da ativagdo das proteinas Gq
ou Gi;. A ativacdo dessas proteinas ocorre quando ha a troca do difosfato de
guanosina (GDP) por trifosfato de guanosina (GTP) e a subunidade o se dissocia do
dimero By para ativar a fosfolipase C 1 (PLCB1) e, consequentemente, promove a
hidrélise de fosfolipidios presentes na membrana do tipo 4,5-bisfosfato de
fosfatidilinositol (PIP2) formando IP3; e diacilglicerol (DAG). Os niveis de IP; e DAG
aumentados culminam com ativacdo da proteina dependente de célcio (PKC) e,
consequentemente, dos Cay, aumentando a [Ca®']., que favorece a ativacdo da

calmodulina (CaM) por quatro fons de calcio, formando o complexo 4Ca®*-CaM que
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ativa a MLCK, promovendo contragdo do musculo liso (BILLINGTON; PENN, 2003;
PELAIA et al., 2008; BERRIDGE, 2014).

Figura 6 — Estrutura dos canais de calcio dependentes de voltagem do tipo 1.

Qo
Y oy
N
Dominios: | Ci
N
5 il .‘. I Iy IOICII:
N N C
C

B

o, B, y € & correspondem as subunidades formadoras do canal. N = dominio N-terminal;
C = dominio C-terminal (Redesenhado de CATTERALL, 2011).

Fonte: Silva, 2019.

Ainda como mecanismo de contracdo do musculo liso, tem sido relatado uma
via alternativa denominada via de sensibilizacdo ao Ca?'. Essa via envolve a
modulacdo negativa da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) pela PKC, que
fosforila, aumentando a atividade do inibidor da fosfatase potencializado por PKC de
17 kDa (CPI-17), e pela proteina G monomeérica RhoA (HORI; KARAKI, 1998;
PELAIA et al., 2008). Agonistas contrateis como a angiotensina Il, a ACh e o CCh
aumentam a [Ca®]. por meio da ativacdo de receptores acoplados a proteina G
(GPCRs), nesse caso, G113 0u Gg11, € levam a ativacdo direta ou indireta do fator
de troca de nucleotidios de guanina da RhoA (RhoGEF), ativando essa proteina
monomeérica. A RhoA-GTP uma vez ativada, ativa a Rho cinase (ROCK), e essa

fosforila a MLCP nos residuos de Thr®® (inibindo a atividade de fosfatase) e Thr®3
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(impedindo a interagdo com a miosina), tornando-a inativa, 0 que intensifica a
ativacdo da MLC induzida pela MLCK e, dessa forma, mantém a contracdo do
musculo liso. E relatado que a via de sensibilizacdo ao Ca®*" exerce um papel
fundamental na patogénese molecular da hiper-responsividade brénquica (KIMURA
et al,, 1996; SOMLYO; SOMLYO, 2003; WOOLDRIDGE et al., 2004; LIU; ZUO;
JANSSEN, 2006; BAROFFIO; CRIMI; BRUSASCO, 2008; PELAIA et al., 2008).

Figura 7 — Esquema do mecanismo farmacomecanico da contragdo no musculo liso pela
ativagdo da via Gq1,-PLCB1.

Agonista @

.
PIP, a

1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; 2) As
proteinas G, séo ativadas ao trocarem GDP por GTP; 3) A subunidade Ga,11-GTP ativa a
enzima PLCB1; 4) A PLCB1 cliva o fosfolipidio de membrana PIP, em IP; e DAG; 5) O IP;
migra pelo citosol e ativa o IP;R presente na membrana do RS, liberando Ca** dos
estoques; 6) O Ca* liberado ativa o RyR, liberando mais Ca®* para o citoplasma; 7) O Ca?*
liberado, juntamente com o DAG ativam a PKC; 8) A PKC ativada fosforila ativando os Cay1
e promovendo o influxo de Ca**; 9) O aumento da [Ca®*]. aumenta a afinidade do Ca** pela
CaM formando o complexo 4Ca**-CaM e ativa a MLCK; 10) A MLCK ativada fosforila a MLC;
11) A MLC interage com os filamentos de actina, desencadeando a contracdo do musculo
liso. As definicbes das abreviaturas estdo presentes na lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: Silva, 2019.

Para o musculo liso relaxar € necesséario que ocorra a diminuigédo da [Ca®']c e

isso pode ocorrer tanto por meio do mecanismo eletromecéanico, induzindo a
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repolarizacdo ou a hiperpolarizagdo da membrana, como pelo mecanismo
farmacomecanico a partir da ativagdo de receptores de membrana e inibicdo das
vias bioquimicas que levam a contracdo (WOODRUM; BROPHY, 2001; SOMLYO;
SOMLYO, 2003). Nesse contexto, trés mecanismos de relaxamento devem ser
considerados: 1) hiperpolarizacdo de membrana; 2) ativacdo da via NO/cGMP e
3) ativacdo da via da prostaglandina I, (PGl,)/cAMP (ALBUQUERQUE et al., 2016).
No geral, o acoplamento eletromecéanico de relaxamento do musculo liso é
caracterizado pela abertura de canais de K*, que desempenham um papel chave na
regulacao do potencial de repouso da membrana e na excitabilidade celular, sendo
que a contracdo no musculo liso depende do balanco entre o aumento da
condutancia ao K*, gerando uma repolarizagdo/hiperpolarizacéo, e a diminuicdo de
sua condutancia que gera uma despolarizacdo (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996).
Varios subtipos de canais de K* podem regular o tonus basal do musculo liso,
entre eles, os canais de K*: ativados pelo Ca?* de pequena (SKca), de intermediaria
(IKca) € de grande (BKca) condutancia, dependentes de voltagem (Ky), sensiveis ao
trifosfato de adenosina — ATP (Katp) € retificadores de entrada (Kj). A atividade
desses canais, além de ser regulada por voltagem e/ou Ca®*, também pode se dar
por neurotransmissores, e pelas vias de sinalizagdo que os estimulam. Ao mesmo
tempo, os canais de K* regulam o influxo de Ca** através dos Cay, diminuindo a
[Ca**]., a fosforilacdo da miosina e, consequentemente, a contracdo (THORNELOE;
NELSON, 2005; ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011; ALEXANDER et al., 2017).
Desses canais, 0s mais importantes identificados nas vias aéreas sao 0s
BKca, 0s Ki; € 0s Karp, exercendo funcdo e papel distintos na eletrofisiologia e na
farmacologia do sistema respiratério. Relata-se que a abertura dos BKc, seja
responsavel pela corrente inicial e dos K; pela corrente tardia de
repolarizacao/hiperpolarizacdo da membrana celular, enquanto dos Karp possa estar
relacionada a diminuicdo da liberagdo de neurotransmissor colinérgico e de
substancia P. A importancia desses canais para as vias aéreas foi estabelecida em
funcdo de diversos estudos em animais e humanos que caracterizam ativadores de
canais de K" induzindo hiperpolarizacdo, inibicdo de reflexos neurais e
hiporresponsividade (PELAIA et al., 2002; ALBUQUERQUE et al., 2016).
Com relacdo ao acoplamento farmacomecénico de relaxamento do musculo
liso, esse pode ocorrer via receptores acoplados a proteina Gs, cuja subunidade o

ativa a AC, que converte o ATP em cAMP. Quatro méleculas de cAMP ativam a PKA
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que fosforila diversos alvos intracelulares para promover relaxamento do musculo
liso. Além disso, a ativagdo da proteina Gs culmina com a ativacédo direta dos BKca
pela subunidade o-GTP, quando essa proteina esta acoplada a receptores
adrenérgicos B. Outra via que leva ao relaxamento caracterizado por esse
acoplamento é a geracdo de NO, um fator relaxante derivado do endotélio/epitélio,
pelas células musculares lisas e, principalmente, pelo sistema nédo colinérgica nao
adrenérgico (NANC), estimulando a ciclase de guanilil soluvel (sGC), que induz a
formagdo de cGMP a partir do GTP. O aumento nos niveis citosolicos desses
nucleotidios em musculo liso é considerado um dos principais mecanismos que
medeiam seu relaxamento em condicdes fisiologicas. Além disso, o NO formado
pode ativar diretamente canais de K*, especialmente, os BKc, presentes no misculo
liso das vias aéreas (IMASAKI et al.,, 2001; PELAIA et al.,, 2002; PUETZ
LUBOMIROV; PFITZER, 2009; PEREZ-ZOGHBI; BAI; SANDERSON, 2010;
BERRIDGE, 2014; ALBUQUERQUE et al., 2016; ANTOSOVA et al., 2017).

Para que ocorra formacdo de NO, um gas soluvel que se difunde pelas
membranas das células para promover sua resposta, € necessario a atividade
enzimatica das sintases do 6xido nitrico (NOS). Essas enzimas séo divididas em trés
classes, sendo que duas delas sédo constitutivas e dependentes do aumento da
[Ca®*]. para ligagcdo & CaM, a NOS neuronal (nNOS ou NOS 1) e a NOS endotelial
(eNOS ou NOS lll), que produzem baixas quantidades de NO, quando comparadas
a iNOS. A terceira classe é da NOS induzivel (iNOS ou NOS II) que, geralmente, é
ativada num processo inflamatoério por citocinas e/ou por fatores microbianos, sendo
essa isoforma independente de Ca®*, mas mesmo assim é necessaria a ligacdo a
CaM para que sua atividade ocorra. Quando ativada, produz grandes quantidades
de NO e, nesse caso, esse gas reage com O, para formar o ONOO™, contribuindo
para aumentar o estresse oxidativo celular (MEURS; GOSENS; ZAAGSMA, 2008;
WEINBERG et al., 2009).

Com relagdo a estrutura, as NOS sdo homodimeros formados por dois
mondmeros e na presenca do grupo heme formam um dimero funcional (Figura 8).
Além do grupo heme que contribui para a dimerizagdo dessas enzimas, € necessario
a presenca de véarias moléculas e cofatores, contribuindo para que ocorra a
transferéncia de elétrons do fosfato de dinucleotidio de adenina e nicotinamida
(NADPH) para o dinucleotidio de adenina e flavina (FAD) e o mononucleotidio de

flavina (FMN) nos dominios redutase de um mondmero para 0 grupo prostético
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heme férrico (heme Fe*") do monémero oposto (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006;
FORSTERMANN; SESSA, 2012).

Figura 8 — Estrutura funcional das sintases do Oxido nitrico.

NADP* + @ Dominios
redutase

COOH

Mondémero 2

Dominios

oxigenase

NH, = dominio N-terminal; COOH = dominio C-terminal; NO = 6xido nitrico;
L-arg = L-arginina; L-cit = L-citrulina; e” = elétron; CaM = calmodulina; NADPH = fosfato de
dinucleotidio de adenina e nicotinamida; NADP®=NADPH oxidado; H" = préton;
FAD =dinucleotidio de adenina e flavina; FMN = mononucleotidio de flavina;
BH, = (6R-)5,6,7,8-tetra-hidro-L-biopterina; BHs* = radical tri-hidrobiopterina; AscH = 4cido
ascorbico; Asc® = radical ascorbato; heme Fe®* = heme férrico; heme Fe?* = heme ferroso;
Zn =zinco. Para facilitar o entendimento, demonstrou-se o funcionamento da enzima
apenas com o fluxo de elétrons do dominio redutase de um mondémero para o dominio
oxigenase do outro monémero (Redesenhado de FORSTERMANN; SESSA, 2012).

Fonte: Silva, 2019.

O heme Fe*", ao receber o elétron, é reduzido a heme ferroso (heme Fe?®"),
gue pode receber outro elétron da tetra-hidrobiopterina (BH4), gerando o radical
tri-hidrobiopterina, esse radical € reciclado pelas enzimas NOS ou pelo agente
redutor acido ascorbico. Outro fator essencial para a formacdo de NO é
concentracOes suficientes do substrato L-arginina e do cofator BH4, dessa maneira,
as NOS acoplam ao seu grupo heme e reduzem o oxigénio para converter L-arginina

em L-citrulina e NO nos dominios oxigenase, sendo a L-arginina, inicialmente,



56
Silva, 2019 Fundamentacdo tedrica

hidroxilada e, em seguida, oxidada. Vale ressaltar que todas as isoformas de NOS
tém um sitio de ligacdo na interface do dimero para o ion zinco formar um
aglomerado de tiolato de zinco, sua importancia é facilitar a ligacdo da L-arginina e
da BH,4 para que ocorra formacéo de NO (IGNARRO, 1990; FUKUTO; CHAUDHURI,
1995; FORSTERMANN; MUNZEL, 2006; FORSTERMANN; SESSA, 2012).

Uma vez formado NO, ocorre ativagédo do seu respectivo receptor, a sGC por
ligacdo direta a sexta posicdo do grupo heme, um grupo prostético constituido por
um anel de cinco membros, com quatro atomos de nitrogénio, circundando um
atomo de ferro na forma reduzida ou oxidada. A ligacdo do NO ao ferro quebra a
ligagdo entre a histidina e o ferro e, dessa maneira, o NO forma o complexo
hemenitrosil ferroso (IGNARRO, 1990; STONE; MARLETTA, 1994; LUCAS et al.,
2000). Estruturalmente, a enzima sGC (Figura 9) é formada por um heterodimero
(subunidades a e B) que se divide em trés dominios: de ligacdo ao heme, de
dimerizacdo e catalitico, onde estéo localizados os dominios regulatério e catalitico
N- e C-terminal, respectivamente (HARTENECK et al., 1990; BUECHLER; NAKANE;
MURAD, 1991; KOESLING; BOHME; SCHULTZ, 1991; SCHULZ; YUEN;
GARBERS, 1991; HOBBS, 1997).

Figura 9 — Estrutura funcional da ciclase de guanilil solavel.

Dominio de ligacao
do heme

Dominio de
dimerizagao

Dominio
catalitico

COOH
NH, = dominio N-terminal; COOH = dominio C-terminal; Fe®" = ferro; His;os = histidina 105
(Redesenhado de LUCAS et al., 2000).

Fonte: Silva, 2019.
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A sGC uma vez ativada, forma o cGMP que ativa a PKG, também chamada de
cGK, uma serina/treonina cinase que se divide em dois tipos, PKG | (Figura 10) e II,
sendo a do tipo | homodimérica e citosolica, e a do tipo Il uma proteina monomérica
e de membrana. A PKG | ainda é dividida nos subtipos la e 1B, que se diferem pela
afinidade de ligagdo ao cGMP, 10 vezes maior para a la. Quanto a localizacéo, a
PKG la € encontrada em cerebelo, coragdo e, principalmente, pulmdes, enquanto a
PKG IB é, predominantemente, expressa nho hipocampo e nas paquetas.
Adicionalmente, ambas as isoformas séo expressas em musculo liso vascular, Gtero,
trato gastrintestinal, rins e traqueia. A PKG Il € encontrada em rins, intestinos,
cérebro, condrocitos e pulmbes (BUTT et al., 1995; LUCAS et al., 2000; HOFMANN
et al., 2009; WOLFERTSTETTER; HUETTNER; SCHLOSSMANN, 2013).

Figura 10 — Estrutura funcional da proteina cinase G do tipo |.

A Dominioregulatério Dominio catalitico
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N-terminal ligagéo do cGMP
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COOH
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(A) Conformagédo aberta da PKG; (B) Ativagdo da PKG por quatro moléculas de cGMP;
NH, = dominio N-terminal; COOH = dominio C-terminal; ATP = trifosfato de adenosina;
cGMP | =dominio de ligacdo de alta afinidade do monofosfato ciclico de guanosina;
cGMP Il = dominio de ligacdo de baixa afinidade do monofosfato ciclico de guanosina
(Redesenhado de HOFMANN et al., 2009).

Fonte: Silva, 2019.
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Estruturalmente, a PKG | (Figura 10) possui dois dominios funcionais comuns:
o regulatoério e o catalitico, sendo o regulatério composto pelos dominios N-terminal
e de ligacdo ao cGMP. A ligacdo do cGMP em ambos os sitios de ligacdo no
dominio regulatorio induz uma alteracdo conformacional e o dominio autoinibitério
(pseudossubstrato) do N-terminal exp6e o centro catalitico, permitindo a fosforilagéo
de substratos proteicos. No dominio catalitico existe um sitio de ligagéo para o ATP
que favorece a catalise e a transferéncia de um dos seus grupos fosfatos para
residuos de serina/treonina dos alvos a serem fosforilados (HOFMANN et al., 2009).

Dessa maneira, a PKG e a PKA, quando ativadas, fosforilam varios
substratos, levando a: 1) ativacdo de canais de K, nas vias aéreas é relatado que,
majoritariamente, esses canais sdo 0s BKc,, promovendo hiperpolarizacdo da
membrana e inibicdo dos Cay; 2) inibicdo direta dos Cay; 3) aumento da cinética de
atividade da Ca?'-ATPase tanto do RS (SERCA) como da membrana plasmatica
(PMCA); 4) inibicdo do trocador Na*/Ca®* (NCX); 5) inativacdo dos IP3R pela PKG;
6) ativacdo da MLCP por fosforilacdo do residuo de Ser®® da subunidade MYPT1,
impedindo a fosforilacdo no residuo de Thr®® pela ROCK; 7)inibicdo da MLCK,
impedindo a fosforilagdo da MLC (Figura 11); 8) inativacado da RhoA por fosforilagao
do residuo Ser*®®; 9) fosforilagéo do telokin (ativador endégeno da MLCP) levando a
ativacdo da MLCP; 10) inibicdo da PLCB1 que reduz a producdo de IP;
(BLAUSTEIN, 1989; REMBOLD, 1992; 1996; WOODRUM; BROPHY, 2001;
MURTHY et al, 2003; WOOLDRIDGE et al, 2004; MURTHY, 2006;
PEREZ-ZOGHBI; BAl; SANDERSON, 2010; ALBUQUERQUE et al., 2016).

Outra via de sinalizacdo que faz parte do acoplamento farmacomecanico de
relaxamento € a da PGl,, que culmina com o aumento de cAMP. A PGl, faz parte de
um grupo de mediadores formados a partir do metabolismo do acido araquidénico
(AA) pelas ciclo-oxigenases (COXs), os chamados prostanoides, que se completam
com as prostaglandinas E, (PGE,), F,, (PGF,,) € D, (PGD,), além do tromboxano A;
(TxA,). As COXs séo divididas em trés isoformas, COX-1, COX-2 e COX-3, sendo a
primeira constitutiva (plaquetas, vasos sanguineos, musculo liso, entre outros), a
segunda constitutiva em alguns 6érgdos, como cérebro e rins, mas induzivel por
citocinas e por outros mediadores da inflamacéo, e a terceira, que € encontrada no
SNC. Cada monbémero de COX consiste de um dominio pequeno de fator de
crescimento epidérmico na por¢do N-terminal, um dominio de ligacdo a membrana e

um dominio grande, catalitico e globular na por¢gdo C-terminal. Essas enzimas s&o
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inibidas por anti-inflamatorios ndo esteroidais como o AAS e a indometacina
(WARNER; MITCHELL, 2002; BLOBAUM; MARNETT, 2007; ROUZER; MARNETT,
20009).

Figura 11 — Esquema do mecanismo farmacomecéanico do relaxamento no musculo liso
pela ativacdo da via Gs/AC/PKA e NO/sGC/PKG.

® @@g@@"o °
Agonista @ @ @

1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; 2) A Gs é
ativada ao trocar GDP por GTP; 3) A subunidade Gas-GTP ativa a AC; 4) A AC converte
ATP em cAMP; 5) O NO gerado dos nervos nitrérgicos ativa sGC; 6) A sGC converte GTP
em cGMP; 7) cAMP e cGMP ativam suas respectivas proteinas cinases, PKA e PKG, que
fosforilam vérios substratos, dimunindo a [Ca?'].: 8) Ativam os BKc.; 9 e 10) Inibem os Cay e
os IP3;R, nesse caso, apenas a PKG; 11, 12 e 13) Aumentam as cinéticas de atividade da
PMCA, da SERCA e do trocador Na'/Ca*"; 14) Inibem a MLCK; 15) Ativam MLCP, reduzindo
sua afinidade pelo 4Ca**-CaM, impedindo a ativacéo da MLC. 16) A MLC n&o interage com
os filamentos de actina, promovendo o relaxamento do musculo liso. As definicbes das
abreviaturas estao presentes na lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: Silva, 2019.

Os prostanoides tem efeito opostos, por exemplo, PGF,a (receptor FP) e TxA,
(receptor TP) promovem boncroconstricdo, enquanto PGI, (receptor IP) causa
broncodilatacéo. Ja a PGD;, e a PGE, tém um papel dual, pois podem causar tanto
contracdo como relaxamento, isso € possivel, uma vez que, esses dois prostanoides

tém mais de um subtipo de receptor e dependendo do seu acoplamento, as
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respostas serdo opostas. Os receptores da PGD, sao DP; e DP, que acoplam as
proteinas Gs (broncodilatacao) e Gy, (broncoconstricdo), respectivamente, enquanto
a PGE; tem quatro subtipos de receptores (EP1.4), acoplando as proteinas Gg1, Gs,
Gio e Gs, respectivamente, dessa maneira, causando broncoconstricdo (EP; e EP3)
ou broncodilatacdo (EP, e EP;). Um exemplo disso € que o receptor EP; é
responsavel por causar tosse e o receptor EP4 por promover relaxamento nas vias
aéreas humanas (SMYTH et al., 2009; ZASLONA; PETERS-GOLDEN, 2015).

Diante do exposto e tendo em vista que o LASSBIi0-448 diminuiu o
remodelamento e a hiper-reatividade das vias aéreas em modelos experimentais,
assim como, relaxou traqueia de cobaia ndo asmatica e asmatica (CARDOZO, 2010;
MEDEIROS; 2015; SOUZA, 2015; MARTINS, 2016, NUNES et al., 2016), a hipotese
deste trabalho € que um ou mais derivados apresente uma poténcia maior em
comparacdo ao LASSBIio-448. E que o mecanismo de acgdo relaxante do mais
potente envolva a modulacdo da via de sinalizacdo dos nucleotidios ciclicos e/ou

outra(s) via(s) em traqueia de cobaia.
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= Fg RS
3 Objeti
. Investigar um possivel efeito relaxante em traqueia isolada de cobaia dos

grupos controle (GC) e com IPAC (GIPAC), na presenca e na auséncia de epitélio
funcional do(s):
» LASSBIi0-448, apenas no GIPAC;
» Derivados N-metilssulfonamidicos (LASSBios-1630, -1610, -1631, -1628,
-1612 e -1623);
» Derivados sulfonamidicos (LASSBios-1622, -1613, -1722, -1629, -1625 e
-1611);
o Comparar as eficacias e as poténcias relaxantes dos derivados
N-metilssulfonamidicos e sulfonamidicos com a do prot6tipo, o LASSBi0-448;
o Caracterizar o mecanismo de agéo relaxante do derivado mais potente em
traqueia isolada de cobaia do GC e/ou GIPAC, avaliando, em niveis funcional e/ou in

silico, a participacéo do/a(s):

" Receptores muscarinicos;
" Sintase do 6xido nitrico;
. Ciclase de guanilil solavel;
" Proteina cinase G;
. Fosfodiesterase 5;
. Canais de calcio dependentes de voltagem;
" Ciclo-oxigenases;
o Avaliar, in silico, as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas do

derivado mais potente nos estudos funcionais.
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4 Material e métodos

4.1 Material
4.1.1 Substancias-teste

Os LASSBI0s-448, -1610, -1630, -1631, -1628, -1612, -1623, -1622, -1613,
-1722, -1629, -1625 e -1611 foram gentilmente cedidos pelos Profs. Drs. Eliezer
Jesus de Lacerda Barreiro e Lidia Moreira Lima do LASSBio®/UFRJ.

4.1.2 Animais

Os cobaias (Cavia porcellus), n total = 156, da linhagem Dunkan-Hartley, de
ambos o0s sexos, pesando entre 300-500 g eram fornecidos pela Unidade de
Producdo Animal do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Antes dos experimentos, 0s animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada a base de racao tipo pellets (Nuvilab® Cobaias)
acrescida de capim, suplementados com &cido ascorbico, com acesso a agua ad
libitum, ventilacdo, umidade 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. Os experimentos eram realizados no periodo das 8-22 h e seguiam os
principios de cuidados com animais, de acordo com o Guidelines for the ethical use
of animals in applied ethology studies (SHERWIN et al., 2003) e com o Guia
Brasileiro de Producdo, Manutencdo ou Utilizacdo de Animais em Atividades de
Ensino ou Pesquisa Cientifica, do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) (BRASIL, 2016). Os procedimentos
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experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animal da UFPB
(Certiddo N° 018/2015) (ANEXO A).

4.1.3 Substancias e reagentes

Os cloretos de célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0), de sédio (NaCl) e de potassio
(KCI), a glicose (CsH1206), 0 bicarbonato de sodio (NaHCO3), o fosfato de potassio
monobasico anidro (KH,PQO,4), o sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,4.7H,0),
o hidréxido de sédio (NaOH) e o acido cloridrico (HCI) foram adquiridos da Exodo
Cientifica (Brasil). O &lcool etilico absoluto foi adquirido da FMaia (Brasil). O
CaCl,.2H,0, o KCI, o0 KH,PO4 e 0 MgS0O,4.7H,0 eram dissolvidos e diluidos em agua
destilada ou osmose reversa para obtencdo de cada solucédo-estoque que foram
mantidas sob refrigeragdo. As demais substancias eram mantidas em temperatura
ambiente e diluidas em 4gua destilada de acordo com cada protocolo experimental.

O 6leo de castor (Cremophor EL®), os cloridratos de carbamilcolina (CCh), de
L-arginina (L-arg) e de Ny-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), a
1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ), a ovalbumina (OVA) (Grade V),
a indometacina e o Rp-8-bromo-B-fenil-1,N*-etenoguanosina-3',5', monofosforotioato
ciclico (Rp-8-Br-PET-cGMPS) foram adquiridos da Merck (Brasil). O AA foi adquirido
da Cayman Chemical (EUA). O dimetilsulféxido (DMSO), a solucéo fisiolégica estéril
0,9% e a sildenafila foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (EUA), da
Servecampo (Brasil) e da Dilecta — Farmacia de Manipulacdo & Homeopatia (Brasil),
respectivamente.

O Cremophor®, o DMSO, a sildenafila e a L-arg eram armazenados em
temperatura ambiente, a OVA era conservada a 4-8 °C e as demais substancias
eram armazenadas a temperatura de -20 °C. Quando necessario, eram dissolvidas e
diluidas em agua destilada ou osmose reversa, exceto a indometacina, o AA e a
ODQ que eram dissolvidos em alcool etilico absoluto, a OVA que era dissolvida em
solucéo fisiologica estéril 0,9% e a sildenafila que era dissolvida em DMSO 5%/4gua
destilada ou osmose reversa, nas concentracdes de 102 M e armazenadas a 4-8 °C,
sendo rediluidas em &gua destilada ou osmose reversa em concentracoes
apropriadas de acordo com o protocolo experimental. O Cremophor® e o DMSO n&o
eram dissolvidos/diluidos. A mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) foi
adquirida da White Martins (Brasil).
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4.1.4 Solugéo nutritiva

De acordo com os experimentos realizados, eram utilizadas as solucdes

nutritivas descritas abaixo, com um pH 7,4 ajustado com HCI ou NaOH 1 N:

e Krebs com composicdo (mM): NaCl 118,0; KCI 4,6; MgSO, 5,7;
KH,PO4 1,1; CaCl, 2,5; Glicose 11,0; NaHCO;3; 25,0;

e Krebs despolarizante (KClI 18 mM) com composi¢cdo (mM): NaCl 104,6;
KCI 18,0; MgSO, 5,7; KH,PO,4 1,1; CaCl, 2,5; Glicose 11,0; NaHCO;3; 25,0;

e Krebs despolarizante (KClI 60 mM) com composi¢cdo (mM): NaCl 62,6;
KCI 60,0; MgS0O, 5,7; KH,PO,4 1,1; CaCl, 2,5; Glicose 11,0; NaHCO; 25,0;

e Krebs despolarizante (KCI 60 mM) nominalmente sem calcio com
composicao (mM): NaCl 62,6; KCI 60,0; MgSO, 5,7; KH,PO,4 1,1; Glicose 11,0;
NaHCO; 25,0;

4.1.5 Aparelhos

Para o registro das contracdes isométricas, os 0rgdos eram suspensos 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 AECADO4F. Este, por sua vez, era conectado a um sistema de aquisicéo
digital com o software AQCAD versao 2.5.1 para aquisicdo dos dados e ANCAD
para andlise. O sistema contém uma bomba termostatica, modelo BT-60, que
controla a temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos da AVS
Projetos (S&o Paulo, SP, Brasil).

Para inducdo da IPAC era utlizada uma caixa poliacrilica fechada
(20 x 13 x 15 cm), contendo um orificio para renovacdo do ar e acoplada a um
inalador ultrassénico Pulmosonic Star Premium com uma taxa de nebulizagdo entre
0,5-1,25 mL/min e 80% das particulas com tamanho menor do que cinco micra
(Soniclear, Sdo Paulo, SP).

Os valores de pH eram aferidos através de um pHmetro digital modelo
PG2000 (GEHAKA, Séo Paulo, SP, Brasil). As substancias eram pesadas em
balanca analitica modelo AY 220 (GEHAKA, S&o Paulo, SP, Brasil) e os animais em
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balanca semianalitica modelo ELP-6/15/30 (Balmak, Santa Barbara d’Oeste, SP,
Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacdao das solu¢des-estoque das substancias-teste

Como os LASSBIios nao apresentavam 100% de pureza, calculou-se o fator
de correcdo para se preparar as solucdes-estoque de cada derivado. Apés
pesagem, os LASSBios eram solubilizados em Cremophor® (3%) e diluidos em &gua
destilada ou osmose reversa, exceto o LASSBio-1611 que era diluido em Krebs,
uma vez que precipitou em agua, para obtencdo das solucdes-estoque (102 M) que
eram estocadas a 0 °C, sendo todas rediluidas em agua destilada ou osmose
reversa de acordo com a necessidade de cada protocolo experimental. A
concentracéo final do Cremophor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v) que, nesta
concentracdo, € desprovido de efeito contratil ou relaxante significante no 6rgao

estudado, de acordo com experimentos anteriores (dados n&o publicados).

4.2.2 Inducéo de inflamagdo pulmonar alérgica crénica por nebulizacdo com

ovalbumina em cobaia

Para a nebulizacdo os cobaias, com peso inicial entre 300-350 g, eram
colocados individualmente em uma caixa poliacrilica fechada (com um orificio de
1,5 cm em um dos lados laterias e no terco superior da caixa, para a saida do gas
carbbnico expirado pelos animais) acoplada a um inalador ultrassénico (Figura 12).
Em seguida eram nebulizados com OVA, diluida em solucéo fisiol6gica estéril 0,9%,
por 15 minutos ou até o inicio de desconforto respiratorio, definido pela presenca de
espirros, coriza, tosse e/ou retragdo da parede toracica.

O protocolo de 28 dias consistia de sete nebulizagbes realizadas com
intervalos de 96 h entre cada nebulizacdo, sendo a concentracdo de OVA
aumentada (1-5 mg/mL) para evitar tolerdncia. Nas primeiras quatro nebulizagdes
(dias 1, 5, 9 e 13), a dose de OVA era de 1mg/mL, na quinta e na sexta
nebulizagbes (dias 17 e 21), os animais recebiam solugédo de OVA 2,5 mg/mL e na

altima nebulizacdo (dia 25), a dose de OVA era aumentada para 5 mg/mL. Apés
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72 h, os animais eram eutanasiados para realizacdo dos experimentos in vitro
(Figura 13) (Adaptado de TIBERIO et al., 1997; ANGELI et al., 2008; PIGATI et al.,
2015; VASCONCELOS et al., 2019).

Figura 12 — Aparelho utilizado para inducdo de inflamacgdo pulmonar alérgica crénica em
cobaia.

Fonte: Silva, 2019.

Figura 13 — Protocolo representativo da inducdo de inflamacao pulmonar alérgica crénica
em cobaia.

i H | i | H

1 mg/mL 2,5mg/mL 5 mg/mL Eutanasia

Nebulizagfes — OVA diluida em solucéo fisioldgica estéril 0,9%
Até 15 minutos

Fonte: Silva, 2019.

Os animais do GC néo eram nebulizados com solucao fisioldgica estéril 0,9%,
uma vez que em experimentos anteriores em nosso laboratério foi demonstrado que
ndo ha diferenca nas poténcias e nas eficacias contratil e relaxante de traqueia
isolada de cobaia ndo nebulizado e nebulizado com solucéao fisiol6gica estéril 0,9%

(dados néo publicados).
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A analise, in vitro, da inducdo do quadro de IPAC era feita pela Reacédo de
Schultz-Dale, na qual a traqueia era estimulada com solu¢cdo de OVA 10 pg/mL.
Essa reacao € caracterizada por liberacdo de mediadores contrateis pelas células do
microambiente (SCHULTZ, 1910; DALE, 1913; GEIGER; ALPERS; TEXAS, 1959;
JONES; CHARETTE; DENIS, 1988), uma vez observada reatividade contratil na
traqueia, de acordo com o padronizado por Vasconcelos et al. (2019), o animal
nebulizado com OVA era considerado sensibilizado e dava-se continuidade ao

experimento, em caso contrario, o animal era descartado.

4.2.3 Preparacdo dos anéis de traqueia isolada de cobaia dos grupos controle

e com inflamacdo pulmonar alérgica crénica

Os cobaias eram eutanasiados por deslocamento cervical seguido de secc¢ao
dos vasos cervicais, esse procedimento era o mais indicado, uma vez que o0 uso de
guilhotina promove dano a tragueia. Além disso, o exsanguinamento garante a total
retirada do sangue do leito vascular, o que poderia interferir nos experimentos pela
presenca de substancias que modulam a contratilidade muscular lisa quando em
contato com o limen da traqueia. Adicionalmente, o uso de anestésicos poderia
interferir com o potencial de membrana da célula muscular lisa, alterando a atividade
de canais ibnicos (FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2011, MEDRADO, 2010).
Tais medidas sdo amparadas pela Resolugédo n°® 1000/2012 e pelo Guia Brasileiro de
Boas Praticas em Eutandsia em Animais — Conceitos e Procedimentos
Recomendados, ambos do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (BRASIL,
2012; 2013).

ApOs a eutanasia, a traqueia era retirada, limpa de todo o tecido conjuntivo e
adiposo e segmentada em fragmentos contendo 3-4 anéis de cartilagem, que eram
suspensos individualmente por hastes de aco inoxidavel em cubas de banho para
orgéo isolado contendo solugéo nutritiva de Krebs e sob tenséo de 1 g. Estes tecidos
eram mantidos a 37 °C, gaseificados com carbogénio e permaneceram em repouso
por 60 minutos, sendo a solucdo nutritiva trocada a cada 15 minutos para evitar a
interferéncia de metabdlitos liberados pelo 6rgdo no meio. Apés o periodo de
estabilizacdo, uma primeira contracdo era induzida pela adicdo de 10° M de CCh &
cuba (MACEDO et al., 2015).
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A integridade do epitélio da traqueia era verificada pela adicdo de 10 M de
AA a cuba durante a fase tdnica da primeira resposta induzida por CCh, os anéis
gue obtivessem relaxamentos superiores a 50% (em relacdo a forca de contracdo
inicial) eram considerados com epitélio funcional. Os anéis de traqueia sem epitélio
eram obtidos através da retirada do mesmo por atrito do lamen do érgdo com uma
agulha envolta em algodao e embebido em solugédo de Krebs. A retirada do epitélio
era confirmada com relaxamentos inferiores a 10%, em resposta a adicdo de AA
(Adaptado de TSCHIRHART et al., 1987).

4.2.4 Triagem farmacoléogica do LASSBio-448 e de seus derivados

N-metilssulfonamidicos e sulfonamidicos

4.2.4.1 Avaliacao do efeito relaxante sobre as contragdes tonicas induzidas por
carbacol em traqueia isolada de cobaia dos grupos controle e com IPAC, na

presenca e na auséncia de epitélio funcional

A traqueia era preparada de acordo com o item 4.2.3. ApGs verificar a
integridade do epitélio era induzida uma contracdo com 10° M de CCh e, sobre o
componente ténico, os LASSBios-448, -1630, -1610, -1631, -1628, -1612, -1623,
-1622, -1613, -1722, -1629, -1625 e -1611 eram adicionados de maneira cumulativa
e em preparacdes diferentes a cuba, tanto em traqueia na presenca como na
auséncia de epitélio funcional. O efeito relaxante do LASSBio-448 foi avaliado
apenas no grupo com IPAC, uma vez que Martins (2016) ja havia avaliado o efeito
desse LASSBIio em traqueia isolada de cobaia controle. O relaxamento produzido
por cada LASSBIio foi calculado como efeito maximo (Emax) € expresso como a
percentagem reversa da contracdo inicial induzida pelo agonista. As poténcias dos
LASSBios foram calculadas por regressdo ndo linear a partir das curvas
concentragcbes-resposta e comparadas por meio dos valores do logaritmo negativo,
na base 10, da concentracdo de cada LASSBio que promovia 50% do seu Epax
(pCEsp) (NEUBIG et al., 2003).
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4.2.5 Caracterizagcdo do mecanismo de acao relaxante do LASSBio-1611 em
traqueia isolada de cobaia com IPAC, na auséncia de epitélio funcional

4.25.1 Avaliacdo da participacdo dos receptores muscarinicos no efeito
relaxante do LASSBio-1611

A traqueia era preparada como descrito no item 4.2.3. ApoOs a confirmacéo da
auséncia do epitélio funcional, a preparacao era lavada a cada 15 minutos e, apds o
retorno da tensdo a linha de base, era induzida uma curva concentracdo-resposta
cumulativa ao CCh, agonista dos receptores muscarinicos (MORRISON;
VANHOUTTE, 1992). Em seguida, a preparacéo era lavada, esperava-se a tenséo
retornar a linha de base, o LASSBIio-1611 era pré-incubado e ap6s 15 minutos era
induzida uma segunda curva concentragédo-resposta cumulativa ao CCh.

A reatividade contratil era calculada com base na amplitude média da
resposta da traqueia isolada de cobaia com IPAC e comparada na auséncia e na
presenca do LASSBIio-1611, com base nos valores de Enqax € de pCEso do CCh,

calculados a partir das curvas concentracdes-resposta cumulativas.

4.2.5.2 Avaliacdo da participagdo da via do Oxido nitrico no efeito relaxante do
LASSBio-1611

4.2.5.2.1 Avaliacdo da participagdo da sintase do Oxido nitrico em traqueia
isolada de cobaia com IPAC pré-contraida com carbacol, na auséncia e na
presenca de L-NAME e de L-arginina + L-NAME

A traqueia era preparada como descrito no item 4.2.3. ApGs a confirmagédo da
auséncia do epitélio funcional, a preparacao era lavada a cada 15 minutos e, apds o
retorno da tens&o & linha de base, era induzida uma contracdo com 10° M de CCh
e, sobre o componente tdnico dessa contragdo, era adicionado o LASSBIio-1611 de
forma cumulativa (curva-controle). Em outros experimentos, era adicionado a cuba
10* M de L-NAME, um inibidor ndo seletivo de NOS (BOER et al., 1996), ou era
adicionado, simultaneamente, 10> M de L-arginina, substrato para a NOS, e 10* M
de L-NAME (Adaptado de SCHLEMPER; CALIXTO, 1994). Apdés 20 minutos era

induzida uma contracdo com 10® M de CCh e sobre o componente tonico dessa
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contracdo era adicionado o LASSBIio-1611 de maneira cumulativa. O objetivo desse
protocolo era avaliar a participagdo da NOS, bem como a reversibilidade do efeito
inibitorio do L-NAME sobre o efeito relaxante do LASSBio-1611.

O relaxamento produzido pelo LASSBIio-1611 era expresso como a
percentagem reversa da contracdo inicial induzida por CCh. A eficacia e a poténcia
relaxantes do LASSBIio-1611 foram avaliadas comparando-se 0s valores Enax € de
pCEso, respectivamente, na auséncia e na presenca do inibidor e/ou substrato,

calculados a partir das curvas concentracdes-resposta.

4.2.5.2.2 Avaliacdo da participacdo da ciclase de guanilil solavel em traqueia
isolada de cobaia com IPAC pré-contraida com carbacol, na auséncia e na

presenca de ODQ

A traqueia era preparada como descrito no item 4.2.3. ApGs obtencdo da
curva-controle, em outros experimentos, 10> M de ODQ, um inibidor de sGC, era
adicionado a cuba e apds 30 minutos (Adaptado de: HWANG; WU; TENG, 1998),
uma contracdo era induzida por 10° M de CCh e sobre o componente tdnico era
adicionado o LASSBIi0-1611 de maneira cumulativa.

A eficacia e a poténcia relativas do LASSBio-1611 eram avaliadas como

descrito anteriormente.

4.2.5.2.3 Avaliagcado da participacdo da proteina cinase G em traqueia isolada de
cobaia com IPAC pré-contraida com carbacol, na auséncia e na presenca de
Rp-8-Br-PET-cGMPS

A traqueia era preparada como descrito no item 4.2.3. ApGs obtencdo da
curva-controle, em experimentos diferentes, era pré-incubado por 30 minutos 10° M
de Rp-8-Br-PET-cGMPS, um inibidor de PKG (Adaptado de LI et al., 2001), apos
esse tempo era induzida uma contragdo com 10° M de CCh e sobre o componente
tonico o LASSBIi0-1611 era adicionado de maneira cumulativa.

A eficacia e a poténcia relaxantes do LASSBio-1611 eram avaliadas como

descrito anteriormente.
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4.2.5.3 Avaliagdo da participacdo da fosfodiesterase 5 no efeito relaxante do
LASSBio-1611

4.2.5.3.1 Avaliacdo do efeito relaxante da sildenafila em traqueia isolada de
cobaia com IPAC pré-contraida com carbacol, na auséncia e na presenca do
LASSBio-1611

A traqueia era preparada como descrito no item 4.2.3. ApoOs a confirmacéo da
auséncia do epitélio funcional, a preparacéo era lavada a cada 15 minutos e, apos a
tensdo retornar a linha de base, era induzida uma contracdo com 10° M de CCh e,
sobre o componente tbnico dessa contracdo, era adicionada a sildenafila, um
inibidor  seletvo de PDE5 (LUGNIER, 2006; RODRIGUEZ-RAMOS;
GONZALEZ-ANDRADE; NAVARRETE, 2011), de forma cumulativa (curva-controle).
Em experimentos diferentes, o LASSBio-1611 era pré-incubado na concentracao de
3x10®% M (concentracdo que mais se aproxima da pCEsy) por 15 minutos e, em
seguida era induzida uma contracdo com 10°M de CCh e sobre o componente
tonico, a sildenafila era adicionada de maneira cumulativa.

O relaxamento produzido pela sildenafila era expresso como a percentagem
reversa da contracdo inicial induzida por CCh. A eficicia e a poténcia relaxante da
sildenafila era avaliada de acordo com os valores de Enxx € de pCEsy,
respectivamente, na auséncia e na presenca do LASSBIio-1611, calculados a partir

das curvas concentragdes-resposta.

4.2.5.4 Avaliacdo da participacdo dos canais de potassio e/ou de célcio

dependentes de voltagem no efeito relaxante do LASSBio-1611

4.2.5.4.1 Avaliacéo do efeito relaxante do LASSBio-1611 sobre as contragdes
tonicas induzidas por 18 ou por 60 mM de KCI em traqueia isolada de cobaia
com IPAC

A traqueia era preparada como descrito no item 4.2.3. Apos a confirmacéo da
auséncia do epitélio funcional, a preparacéo era lavada a cada 15 minutos e, apds o
retorno da tenséo a linha de base, era induzida uma contracdo com solugéo isomolar
de 18 ou de 60mM de KCI (BOLTON, 1979; Adaptado de CREESE;
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DENBOROUGH, 1981; MACEDO et al., 2015) e, sobre o componente tonico dessa
contracao, era adicionado o LASSBIio-1611 de maneira cumulativa.

O relaxamento produzido pelo LASSBIio-1611 era expresso como a
percentagem reversa da contracdo inicial induzida por KCI. A eficacia e a poténcia
relaxantes do LASSBIi0-1611 foram avaliadas de acordo com o descrito no item
4.2.4.1.

4.2.5.4.2 Avaliacdo da reatividade contratil ao cloreto de célcio em traqueia

isolada de cobaia com IPAC, na auséncia e na presenca do LASSBi0-1611

A traqueia era preparada como descrito no item 4.2.3. ApGs a confirmacéo da
auséncia do epitélio funcional, a preparacdo era lavada e 15 minutos depois a
solucéo de Krebs era trocada por uma solucao de Krebs despolarizante (KCI 60 mM)
nominalmente sem Ca?" e, ap6s 45 minutos, era induzida uma curva
concentracdo-resposta cumulativa ao CaCl, (Adaptado de ISHII; SHIMO, 1986;
CHEN; KO, 2017). Em seguida, a preparacao era lavada, esperava-se o retorno da
tensdo a linha de base, o LASSBIi0-1611 era pré-incubado e apds 15 minutos era
induzida uma segunda curva concentragado-resposta cumulativa ao CaCl,.

A reatividade contratil era calculada com base na amplitude média da
resposta da traqueia isolada de cobaia com IPAC e comparada na auséncia e na
presenca do LASSBIio-1611, com base nos valores de Enax € de pCEsy do CaCly,

calculados a partir das curvas concentragdes-resposta cumulativas.

4.255 Avaliacdo da participacdo da via das ciclo-oxigenases no efeito
relaxante do LASSBio-1611 em traqueia isolada de cobaia com IPAC
pré-contraida com carbacol, na auséncia e na presenca de indometacina e de

L-NAME + indometacina

A traqueia era preparada como descrito no item 4.2.3. Ap6s obtencdo da
curva-controle, em experimentos diferentes, era adicionado & cuba 10°M de
indometacina, um inibidor ndo seletivo de COX (Adaptado de CHOU; CHEN;
LIN-SHIAU, 1996) ou 10 M de L-NAME, um inibidor ndo seletivo de NOS (BOER et

al., 1996), e 10°M de indometacina, simultaneamente, ap6s 30 minutos, era
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induzida uma contracdo por 10°M de CCh e sobre o componente tdnico o
LASSBI0-1611 era adicionado de maneira cumulativa.
A eficacia e a poténcia relaxantes do LASSBIio-1611 eram avaliadas como

descrito anteriormente.

4.2.5.6 Estudo de docking molecular

4.2.5.6.1 Avaliacao da interacdo molecular entre o LASSBio-1611 e/ou ligantes
padrdes e os alvos moleculares: NOS, sGC, PKG, PDE5, Cayl1.2 e COX-2

Estes estudos foram realizados em parceria com a Dra. Luciana Scotti do
PPgPNSB/CCS/UFPB.

As estruturas das macromoléculas iINOS (PDB ID 2BHJ) (JACKSON et al.,
2005), nNOS (PDB ID 1LZX) (LI et al., 2002), sGC (PDB ID 2FAW) (WINTJENS et
al., 2006), PKG (PDB ID 6BDL) (QUIN et al,. 2018), PDE5 (PDB ID 1T9R) (ZHANG
et al,. 2004), Cay1.2 (PDB ID 3G43) (FALLON et al,. 2009) e COX-2 (PDB ID 5F19)
(LUCIDO et al,. 2016) foram baixadas do banco de dados PDB
(https://www.rcsb.org/).

Na etapa de preparagcdo, os ligantes L-arginina (substrato para as NOS),
cinaciguat (ativador de sGC), cGMP (ativador de PKG), sildenafila (inibidor de
PDES5), nifedipino (blogueador de Cay), etoricoxibe (inibidor de COX-2) e o
LASSBIio-1611 (molécula-teste) foram desenhados no programa ChemBioDraw Ultra
12.0, salvos como arquivos .cdx e convertidos em .sdf pelo programa MarvinSketch.
Em seguida, as energias estruturais foram minimizadas por mecanica molecular, que
€ a minimizacdo mais simples e que desconsidera os elétrons, no programa Spartan
versao 14.0 e submetidos ao docking molecular no programa Molegro Virtual Docker
(MVD), versdo 6.0.1 (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Todas as moléculas de agua e os cofatores foram eliminados das estruturas
das macromoléculas, essas macromoléculas e os compostos foram preparados
usando as mesmas configuracfes de parametros defaul do software. O acoplamento
foi realizado usando um MolDock Score (GRID) de 15 A de raio e resolucdo de
0,30 A para cobrir o local de ligacdo do ligante a estrutura da macromolécula. O

modelo de encaixe foi gerado por template.
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4.2.6 Andlise teodrica, calculada in silico, de parametros fisico-quimicos e
farmacocinéticos para o LASSBio-1611

As propriedades fisico-quimicas (massa molecular, coeficientes de particéo e
de dissociacdo, constante de ionizacdo e solubilidade) e farmacocinéticas de
absorcao, de distribuicdo, de metabolismo, de excrecédo e de toxicidade (ADMET)
para o LASSBio-1611 foram calculadas in silico através do Programa ACD/Percepta
14.0. Os parametros farmacocinéticos avaliados foram permeacdo a célula
(Caco-2), ligacéo a proteinas plasmaticas, volume de distribui¢cao, biodisponibilidade
oral, capacidade de penetragcdo ao SNC, ensaio mutagénico de AMES, estabilidade
metabdlica microssomal (HLM) e ensaio cardiotoxico de hERG.

4.2.7 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média e o erro padrdo da média
(e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o teste t de Student e/ou a
analise de variancia (ANOVA) one-way, seguida do pds-teste de Tukey, sendo a
hipétese nula rejeitada quando p <0,05. Como parametros de eficacia e de
coeficiente de correlacdo ndo linear foram calculados 0 Emnax © 0 R?
respectivamente. Como parametro de poténcia foi calculado o pCEsy (NEUBIG et al.,

2003) por regressao néo linear, usando a seguinte equacao:

(top — bottom)
1 + 1009 CEso-X) . HillSlope

Y = bottom +

Onde:
Y = resposta de cada LASSBio em porcentagem;
X = concentracdo do agonista;
Bottom = menor efeito assumido para Y;
Top = maior efeito assumido para Y;
log CEsp = logaritmo negativo, na base 10, da concentracédo de cada LASSBio que
promovia 50% do seu Enax;
Hill Slope = valor da constante de Hill.
Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism versdo 5.01
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, U.S.A)).
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5 Rgsu[tac{ok

5.1 Triagem farmacologica do LASSBio-448 e de seus derivados

N-metilssulfonamidicos e sulfonamidicos

5.1.1 Avaliacdo do efeito relaxante do LASSBIio-448 sobre as contracdes
tonicas induzidas por carbacol em traqueia isolada de cobaia com IPAC, na

presenca e na auséncia de epitélio funcional

O LASSBi0-448 (10°-10%M, n=5) relaxou, de maneira dependente de
concentracdo, a traqueia isolada de cobaia com IPAC pré-contraida com CCh, tanto
na presenca (Emax = 119,0 + 8,1%; pCEso = 4,98 + 0,17; R? = 0,929 + 0,013) como na
auséncia (Emax = 119,9 + 9,3%; pCEsy = 4,94 + 0,14; R* = 0,950 + 0,010) de epitélio
funcional, ndo se observando diferencas estatisticas entre os valores de eficacia e
de poténcia relaxantes (Figura 14 e Gréfico 1).

O tempo de relaxamento do LASSBi0-448 foi de 251,6+18,0 e
218,2+ 13,3 minutos na presenca e na auséncia de epitélio funcional,
respectivamente (dados ndo mostrados).

A responsividade da traqueia ao CCh foi revertida em, aproximadamente, 75
e 60% na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente, apés 1 h

da remocéo do composto das preparacdes (dados ndo mostrados).
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Figura 14 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-448 em
traqueia isolada de cobaia com IPAC pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (A) e
na auséncia (B) de epitélio funcional.

A AA

101 M [LASSBi0-448] 10°-10" M
? 75
CCh CCh
10° M 10° M
B

AA

10* M i_ [LASSBi0-448] 10°-10* M
v
VY Loy oy Loy
V
\’
//T

t CCh
focsh M 10° M

As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBio-448 (A e B),
CCh = carbacol; AA = acido araquidénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 1 — Efeito relaxante do LASSBIio-448 em traqueia isolada de cobaia com IPAC
pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (*) e na auséncia (7) de epitélio funcional.

257
50+
757

100+

Relaxamento (%)

125+

150-

9 8 7 6 5 4
- log [LASSBio-448] M

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

Fonte: Silva, 2019.
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5.1.2 Avaliacdo do efeito relaxante dos derivados N-metilssulfonamidicos
(LASSBios-1630, -1610, -1631, -1628, -1612 e -1623) sobre as contragdes
tonicas induzidas por carbacol em traqueia isolada de cobaia controle e com

IPAC, na presenca e na auséncia de epitélio funcional

O LASSBI0-1630 (10°-3 x 10 M, n = 5) relaxou a traqueia isolada de cobaia
do grupo controle (GC) e do grupo com IPAC (GIPAC) pré-contraida com CCh, tanto
na presenca (Emax = 111,7 £ 6,2 e 113,7 £ 12,6%; pCEsp = 4,82 + 0,24 e 4,79 £ 0,06;
R?=0,869+0,030 e 0,899+0,029, respectivamente) como ha auséncia
(Emax=130,5+9,3 e 127,0+11,9%; pCEsq=4,60+0,14 e 4,37+0,14;
R?=0,897 + 0,020 e 0,915 + 0,021, respectivamente) de epitélio funcional, sendo
2,6 vezes mais potente na presenca do que na auséncia de epitélio funcional no
GIPAC. Além disso, ndo se observou diferencas ao comparar as eficacias relaxantes
entre si e entre 0s grupos experimentais GC e GIPAC (Figura 15, Grafico 2 e
Tabela 1).

Esse relaxamento, dependente de concentracdo, da tragueia de cobaia do
GC e do GIPAC também foi observado para o LASSBio-1610 (10°-10* M, n =5),
tanto na presenca (Emax=124,3+7,0 e 108,7 £11,8%; pCEsy =4,97£0,07 e
5,08 + 0,21; R* = 0,893 + 0,035 e 0,926 + 0,028, respectivamente) como na auséncia
(Emax=105,1+10,0 e 983+4,1%; pCEsx=533+0,10 e 5,12+0,18;
R?=0,937+ 0,013 e 0,934+ 0,019, respectivamente) de epitélio funcional. Ao
comparar os valores de Enax € de pCEso, ndo se observou diferencas estatisticas
entre as eficacias tanto no GC como no GIPAC, no entanto o LASSBIio-1610 foi 2,3
vezes mais potente em relaxar a traqueia na auséncia do que na presenca de
epitélio no GC (Figura 16, Grafico 3 e Tabela 2).

Com relacéo ao LASSBi0-1631 (10°-3 x 10™* M, n = 5), observou-se que esse
derivado também relaxou, de maneira dependente de concentracdo, a traqueia
isolada do GC na presenca (Emax=98,2+11,7%; pCEso=4,30+0,10;
R?=0,756 + 0,052) e na auséncia (Emax =100,7 £10,2%; pCEsy = 4,63 +0,09;
R? = 0,842 + 0,030) de epitélio funcional, sendo 2,1 vezes mais potente em relaxar a
tragueia na auséncia do epitélio. Resultados semelhantes também foram
observados para o GIPAC, no entanto, nesse grupo nédo se observou diferencas
estatisticas ao comparar as eficacias e as poténcias relaxantes, tanto na presenca
(Emax = 102,7 + 17,5%; pCEsp = 4,16 +0,11; R? = 0,847 + 0,038) como na auséncia
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(Emax = 115,9 + 11,4%; pCEso = 3,99 + 0,06; R? = 0,900 + 0,066) de epitélio funcional
(Figura 17, Grafico 4 e Tabela 3). Ao comparar os parametros de eficicia e de
poténcia entre os dois grupos, observou-se que o LASSBIio-1631 foi 4,4 vezes mais
potente em relaxar a traqueia na auséncia de epitélio no GC do que no GIPAC
(Tabela 3).

Essa atividade relaxante, dependente de concentracdo, em traqueia de
cobaia também foi observada para o LASSBi0-1628 (10°-10* M, n = 5), tanto na
presenca (Emax=104,9+1,3 e 117,0£7,4%; pCEs =5,60+0,16 e 5,22 £0,21;
R?=0,949+0,014 e 0,934 +0,020) como na auséncia (Ema=1356+7,4 e
108,3+5,7%; pCEsx=585+0,18 e 6,02+0,21; R?=0,954+0,010 e
0,956 + 0,008) de epitélio funcional do GC e do GIPAC, respectivamente (Figura 18,
Grafico 5 e Tabela 4). Além disso, observou-se que o LASSBIi0-1628 foi mais eficaz
e 6,3 vezes mais potente em relaxar a traqueia no GC e no GIPAC,
respectivamente, na auséncia do que na presenca de epitélio. Essa diferenca néo foi
observada quando se comparou os valores de pCEso do GC com os do GIPAC nas
mesmas condi¢cdes de epitélio, apesar de no GC, esse LASSBIo ter sido mais eficaz
do que no GIPAC na auséncia de epitélio funcional (Tabela 4).

Ao avaliar os resultados para o LASSBIio-1612 (10°-3 x10*M, n=5),
observou-se que esse derivado também relaxou, de maneira dependente de
concentracdo, a traqueia isolada de cobaia do GC e do GIPAC pré-contraida com
CCh, tanto na presenca (Emax =110,9+7,1 e 123,8 + 8,3%; pCEsy = 5,28 + 0,07 e
4,79 +0,19; R = 0,882 + 0,014 e 0,834 + 0,048, respectivamente) como na auséncia
(Emax=94,3+46 e 108,3+3,2%; pCEsx=4,44+0,18 e 4,96+0,08;
R%?=0,896 + 0,052 e 0,934 + 0,008, respectivamente) de epitélio funcional, sendo
6,9 vezes mais potente na presenca do que na auséncia de epitélio no GC
(Figura 19, Gréfico 6 e Tabela 5). Quando comparado ambos 0s grupos
experimentais, observou-se que o LASSBIio-1612 foi mais potente 3,1 vezes em
relaxar a traqueia no GC do que no GIPAC na presenca de epitélio, assim como foi
mais eficaz e 3,3 vezes mais potente na auséncia de epitélio no GIPAC do que no
GC (Tabela 5).

Para o LASSBi0-1623 (10?~10* M, n = 5), também se observou uma eficacia
e uma poténcia relaxantes dependentes de concentragdo, tanto em traqueia com
(Emax=103,4+4,8 e 1283+4,8%; pCEsx=576+025 e 5,15+0,16;
R?=0,872+ 0,022 e 0,915 + 0,011) como sem (Emax = 113,7 +3,6 e 112,9 + 6,6%;
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pCEs; = 6,10+ 0,25 e 6,78 +0,07; R*=0,907 +0,014 e 0,909 + 0,018) epitélio
funcional no GC e no GIPAC, respectivamente (Figura 20, Gréfico 7 e Tabela 6). Ao
comparar 0S grupos experimentais entre si, observou-se uma maior poténcia
relaxante, em 42,6 vezes, do LASSBIi0-1623 na auséncia do que na presenca de
epitélio no GIPAC. Além disso, observou-se que esse derivado foi mais eficaz em
relaxar a traqueia no GIPAC do que no GC na presenca de epitélio e 4,8 vezes mais
potente na auséncia de epitélio também no GIPAC do que no GC (Tabela 6).

Quando se comparou o efeito relaxante de todos os derivados
N-metilssulfonamidicos com o prototipo, observou-se que no GC, o LASSBIi0-1628
foi mais eficaz na auséncia de epitélio funcional do que o LASSBio-448. Assim
como, observou-se que 0s LASSBI0s-1628 e -1623 foram mais potentes em relaxar
a tragueia de cobaia do que o LASSBIi0-448 em 11,7 e 17,0 vezes, respectivamente,
na presenca de epitélio. Além disso, observou-se que os LASSBIios-1610, -1628 e
-1623 foram 9,3; 30,9 e 55,0 vezes, respectivamente, mais potentes do que o
protétipo na auséncia de epitélio funcional (Gréafico 14 e APENDICE A).

No GIPAC, comparando-se as eficacias e as poténcias relaxantes do
protétipo, o LASSBI0-448, com a dos seus derivados N-metilssulfonamidicos,
observou-se que ndo houve diferencas nos valores de Enax dos compostos testados
tanto na presenca como na auséncia de epitélio funcional (APENDICE B).

J& quando se analisou os valores de pCEsy do GIPAC, observou-se que a
poténcia do LASSBIio-1631 foi reduzida em 6,6 e 8,9 vezes em tragueia com e sem
epitélio funcional, respectivamente, quando comparada a poténcia relaxante do
protétipo, o LASSBIi0-448. Em contrapartida, em tragueia sem epitélio, as poténcias
relaxantes dos LASSBIi0s-1628 e -1623 foram aumentadas em 12,0 e 69,2 vezes,
respectivamente (Grafico 15 e APENDICE B).

Os tempos de relaxamentos dos LASSBIi0s-1610, -1630, -1631, -1628, -1612
e -1623 foram de 268,6+19,6; 300,6+40,2; 346,6+50,8;, 253,4+138;
216,4+32,6 e 356,2+29,1minutos, respectivamente, na presenca e de
206,2 £22,1; 248,8+23,5; 248,4+152; 230,0+19,7; 147,0+119 e
248,0 + 19,2 minutos, respectivamente, na auséncia de epitélio funcional no GC. Ja
no GIPAC foram de 258,2+16,3; 329,8+19,7; 290,0+17,1; 268,0+ 16,9;
282,2+22,2 e 338,8+21,3minutos, respectivamente, na presenca e de
175,6 £12,0; 190,4+254; 207,0+34,2; 182,4+19,4; 2352+20,0 e
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304,8 + 22,7 minutos, respectivamente, na auséncia de epitélio funcional (dados néo
mostrados).

Apoés 1 h da remocdo dos compostos das preparacdes, a responsividade da
traqueia ao CCh no GC para os LASSBIio0s-1610, -1630, -1631, -1628, -1612 e -1623
foi revertida em, aproximadamente, 32, 63, 84, 20, 29 e 29%, respectivamente (na
presenca) e 11, 71, 48, 4, 80 e 31%, respectivamente (na auséncia de epitélio
funcional). Ja no GIPAC, essa porcentagem foi de, aproximadamente, 50, 65, 71, 37,
13 e 35%, respectivamente (na presenca), e de 70, 92, 84, 30, 30 e 31%,
respectivamente (na auséncia de epitélio) (dados ndo mostrados).
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Figura 15 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1630 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1630 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = &acido araquidénico; L = lavagem.

Fonte: silva, 2019.
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Gréfico 2 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1630 em traqueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (l/M) e na auséncia
(/1) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 1 — Valores de En, de pCEs € de R? do LASSBIi0-1630 em traqueia isolada de
cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10°®M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

: GC GIPAC
LASSBIi0-1630 = l = = ‘ =
Emax (%) 111,7 £ 6,2 130,5+9,3 113,7+£12,6 127,0+11,9
pCEso 4,82+0,24 4,60+ 0,14 4,79 + 0,06 4,37+0,14
R® 0,869 + 0,030 0,897 + 0,020 0,899 + 0,029 0,915 + 0,021

Teste t de Student, p < 0,05 (GIPAC E+ vs. GIPAC E-), n=5. GC =grupo controle;
GIPAC =grupo com inflamagdo pulmonar alérgica cronica; E+ = presenca de epitélio
funcional; E- = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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Figura 16 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1610 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1610 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = 4cido araquidbnico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 3 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1610 em traqueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida 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: Silva, 2019.

Tabela 2 — Valores de Ep. de pCEs e de R? do LASSBio-1610 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e GIPAC pré-contraida com 10° M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

: GC GIPAC
LASSBio0-1610 = = = =
Emax (%) 124,3+7,0 105,11+ 10,0 108,7 £ 11,8 98,3+4,1
pCEso 4,97 + 0,07 5,33 +0,10* 5,08 +0,21 512 +0,18
R? 0,893 + 0,035 0,937 + 0,013 0,926 + 0,028 0,934 + 0,019

Teste t de Student, *p < 0,05 (GC E- vs. GC E+), n=5. GC=grupo controle;
GIPAC =grupo com inflamagdo pulmonar alérgica cronica; E+ = presenca de epitélio
funcional; E- = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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Figura 17 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1631 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1631 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = 4cido araquidbnico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 4 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1631 em traqueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (¢/4) e na auséncia
(1<) de epitélio funcional.

A 0 B 018¢345 - 3
%0
25- 25- ?
S S
S 50- o 504
c C
(] ()
. :
% 754 % 754
T D
[n'd [n'd
100 100+
125 1254
9 8 7 6 5 4 3 9 8 7 6 5 4 3
- log [LASSBi0-1631] M - log [LASSBi0-1631] M

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

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 3 — Valores de En., de pCEs € de R? do LASSBIi0-1631 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10°®M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

. GC GIPAC
LASSBio0-1631 n | = n | =
Emax (%) 98,2 + 11,7 100,7 + 10,2 102,7 £ 17,5 115,9 + 11,4
pCEso 4,30 + 0,10 4,63 + 0,09*° 4,16 + 0,11 3,99 + 0,06
R? 0,756 + 0,052  0,842+0,030 0,847 + 0,038 0,900 + 0,066

Teste t de Student, *p < 0,05 (GC E— vs. GC E+) e ®p < 0,05 (GC E- vs. GIPAC E-), n = 5.
GC =grupo controle; GIPAC =grupo com inflamacdo pulmonar alérgica cronica;
E+ = presenca de epitélio funcional, E— = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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Figura 18 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1628 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1628 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = &acido araquidoénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.



89

Silva, 2019 Resultados

Gréfico 5 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1628 em traqueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (V¥/V¥) e na auséncia
(VIV) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 4 — Valores de Ena de pCEs, e de R? do LASSBIio-1628 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10°M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

. GC GIPAC
LASSBi0-1628 n | = n | =
Emax (%) 104,9 + 1,3 135,6 + 7,4*° 117,0 £ 7,4 108,3 + 5,7
pCEso 5,60 + 0,16 5,85+ 0,18 5,22 + 0,21 6,02 + 0,21%
R? 0,949 +0,014 0,954+0,010 0,934 + 0,020 0,956 + 0,008

Teste t de Student, *p < 0,05 (GC E— vs. GC E+); *p < 0,05 (GIPAC E— vs. GIPAC E+);
®p<0,05 (GC E- vs. GIPAC E-), n=5. GC=grupo controle; GIPAC =grupo com

inflamacao pulmonar alérgica cronica; E+ = presenca de epitélio funcional; E- = auséncia de
epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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Figura 19 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1612 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1612 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = &cido araquidonico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 6 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1612 em traqueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (®/®) e na auséncia
(O/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: Silva, 2019.

Tabela 5 — Valores de E., de pCEs e de R? do LASSBio-1612 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10° M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

. GC GIPAC
LASSBIio-1612 E+ ‘ E E+ ‘ =
Emax (%) 110,9 + 7,1 94,3+ 4,6 123,8+8,3 108,3 + 3,2°
pCEso 5,28 + 0,07*% 4,44 + 0,18 4,79 + 0,19 4,96 + 0,08°
R? 0,882 + 0,014 0,896 + 0,052 0,834 + 0,048 0,934 + 0,008

Teste t de Student, *p < 0,05 (GC E+ vs. GC E-); p < 0,05 (GC E+ vs. GIPAC E+) e
*p< 0,05 (GIPAC E- vs. GC E-), n=5. GC=grupo controle; GIPAC =grupo com

inflamag&o pulmonar alérgica cronica; E+ = presenca de epitélio funcional; E— = auséncia de
epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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Figura 20 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1623 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1623 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = 4cido araquidbnico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 7 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1623 em traqueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (A/A) e na auséncia
(A/A) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 6 — Valores de En., de pCEs e de R? do LASSBIi0-1623 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10°M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

: GC GIPAC
LASSBi0-1623 = | = = | =
Emax (%) 103,4+ 4,8 113,7 + 3,6 128,3 + 4,8% 112,9+ 6,6
pCEso 5,76 + 0,25 6,10 + 0,25 5,15+ 0,16 6,78 + 0,07*®
R? 0,872+ 0,022 0,907 + 0,014 0,915 + 0,011 0,909 + 0,018

Teste t de Student, “p < 0,05 (GIPAC E— vs. GIPAC E+); p < 0,05 (GIPAC E+ vs. GC E+) e
®p< 0,05 (GIPAC E- vs. GC E-), n=5. GC =grupo controle; GIPAC = grupo com

inflamacao pulmonar alérgica cronica; E+ = presenca de epitélio funcional; E- = auséncia de
epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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5.1.3 Avaliacdo do efeito relaxante dos derivados sulfonamidicos
(LASSBios-1622, -1613, -1722, -1629, -1625 e -1611) sobre as contragbes
tonicas induzidas por carbacol em traqueia isolada de cobaia controle e com

IPAC, na presenca e na auséncia de epitélio funcional

O LASSBI0-1622 (10°-3 x 10 M, n = 3) relaxou a traqueia isolada de cobaia
controle e com IPAC pré-contraida com CCh, tanto na presenca (Emax = 147,2 £ 16,1
e 104,0+7,0%; pCEsg=3,90+0,005 e 4,15+0,09; R?=0,924+0,020 e
0,844 + 0,080, respectivamente) como na auséncia (Emax=1306+7,8 e
114,5+12,9%; pCEsx=4,04+0,14 e 4,07+0,09; R?=0,850+0,057 e
0,824 + 0,038, respectivamente) de epitélio funcional (Figura 21, Grafico 8 e
Tabela 7). Ao comparar os valores de Emax € de pCEsp, N80 se observou diferencas
estatisticas entre as eficacias e as poténcias relaxantes quando comparadas entre si
e entre 0 GC e o0 GIPAC (Tabela 7).

Com relacdo & atividade relaxante do LASSBio-1613 (10'*-10* M, n =5),
observou-se que esse derivado relaxou, de maneira dependente de concentracéo, a
traqueia isolada tanto do GC como do GIPAC na presenca (Emax=102,2+8,2 e
107,3 + 7,7%; pCEso = 6,49 + 0,20 e 5,99 + 0,13; R = 0,851 + 0,044 e 0,865 * 0,037,
respectivamente) e na auséncia (Emax=99,2+69 e 118,9+6,1%;
pCEs;=6,32+0,18 e 6,23+0,29; R?=0,895+0,017 e 0,907 +0,023,
respectivamente) de epitélio funcional, ndo se observando diferencas ao comparar
as eficacias e as poténcias relaxantes entre si, nem entre 0s grupos experimentais
(Figura 22, Gréfico 9 e Tabela 8).

Ao avaliar os resultados para o LASSBIio-1722 (10°-3 x10*M, n=05)
também se observou um relaxamento dependente de concentracdo em tragueia
isolada do GC na presenca (Emax=125,7%6,7%; pCEso=4,26+0,05;
R?=0,944+0,009) e na auséncia (Ema=116,4+6,2%; pCEs = 4,45 + 0,04;
R? = 0,949 + 0,019) de epitélio funcional, sendo 1,5 vezes mais potente em relaxar a
tragueia na auséncia do epitélio. Esse efeito também foi observado no GIPAC tanto
na presenca (Emax = 125,3 + 9,7%: pCEso = 4,72 + 0,08; R? = 0,920 + 0,026) como na
auséncia (Emax = 143,6 + 15,6%; pCEso = 4,69 + 0,07; R* = 0,902 + 0,012) de epitélio
funcional, no entanto, sem diferenga estatistica entre as eficacias e as poténcias
relaxantes (Figura 23, Gréafico 10 e Tabela 9). Ao comparar os parametros de

eficacia e de poténcia entre os dois grupos, observou-se que o LASSBi0-1722 foi 2,9
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e 1,7 vezes mais potente em relaxar a tragueia na presenca e na auséncia de
epitélio, respectivamente, no GIPAC do que no GC (Tabela 9).

Resultados semelhantes foram observados para o LASSBIi0-1629
(10°-3x10* M, n=5), que relaxou, de maneira dependente de concentracdo, a
traqueia isolada de cobaia controle e com IPAC, tanto na presenga
(Emax =111,7+10,7 e 99,2+10,00; pCEsx=4,32+0,13 e 4,25%0,16;
R*>=0,960+ 0,006 e 0,929+0,010, respectivamente) como na auséncia
(Emax=116,0£8,0 e 121,2+42%; pCEsx=4,39+0,20 e 5,29+0,16;
R?=0,921 + 0,023 e 0,848 + 0,039, respectivamente) de epitélio funcional, sendo no
GIPAC 11,0 vezes mais potente na auséncia do que na presenca de epitélio e
7,9 vezes mais potente quando comparado ao GC também sem epitélio (Figura 24,
Grafico 11 e Tabela 10).

Em relacdo ao LASSBIio-1625 (10*?-~10* M, n = 5), observou-se que esse
derivado também relaxou, de maneira dependente de concentracdo, a traqueia
isolada de cobaia pré-contraida com CCh, tanto na presenca (Emax = 120,01 9,1 e
107,4 +52%; pCEs=540+0,16 e 6,63+0,24; R?=0,899+0,029 e
0,911 +0,023) como na auséncia (Emax=1074x15 e 116,3%7,0%;
pCEs = 5,92+ 0,16 e 5,32 +0,13; R?=0,928 + 0,016 e 0,912 + 0,021) de epitélio
funcional no GC e no GIPAC, respectivamente (Figura 25, Gréafico 12 e Tabela 11).
Quando comparado os valores de Enax € de pCEsp, observou-se que no GIPAC, o
LASSBIo-1625 foi 20,4 vezes mais potente em relaxar a traqueia na presenca do
que na auséncia de epitélio. Ja quando se comparou os dois grupos, também se
observou que esse derivado no GIPAC foi 17,0 vezes mais potente do que no GC na
presenca de epitélio, assim como no GC foi 4,0 vezes mais potente do que no
GIPAC na auséncia de epitélio funcional (Tabela 11).

Para o LASSBIio-1611 (10*?-3 x 10° M, n =5), também se observou uma
eficacia e uma poténcia relaxantes dependentes de concentracao, tanto em traqueia
com (Emax=108,6+5,6 e 112,6+11,4%; pCEs;=6,78+0,22 e 6,61+0,17;
R?=0,939+ 0,011 e 0,890 + 0,027) como sem (Emax = 115,7 + 3,6 e 118,3 + 8,2%;
pCEs;=7,50+0,18 e 7,70+0,13; R?=0,932+0,009 e 0,928 +0,014) epitélio
funcional no GC e no GIPAC, respectivamente (Figura 26, Grafico 13 e Tabela 12).
Ao comparar 0S grupos experimentais entre si, observou-se um aumento da
poténcia relaxante em 5,2 e 12,3 vezes do LASSBIio-1611, no GC e no GIPAC,

respectivamente, na auséncia em relacéo a presenca de epitélio (Tabela 12).
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Quando se comparou o efeito relaxante de todos os derivados da subsérie
sulfonamidica com o prot6tipo LASSBIi0-448, observou-se que o LASSBIio-1622 foi
mais eficaz em traqueia com epitélio funcional do GC, enquanto que no GIPAC,
todos o0s LASSBios apresentaram a mesma eficacia do LASSBIi0-448
(Tabelas 13 e 14).

Ao avaliar-se os valores do pCEsp, observou-se que os LASSBIios-1625, -1613
e -1611 tiveram suas poténcias relaxantes em traqueia de cobaia do GC
aumentadas em relacdo ao prototipo em 7,4; 91,2 e 177,8 vezes, respectivamente,
na presenca de epitélio e em 36,3; 91,2 e 1.380,4 vezes, respectivamente, na
auséncia de epitélio funcional (Gréafico 14 e APENDICE A).

Para o GIPAC, observou-se que as poténcias relaxantes dos LASSBIios-1625,
-1613 e -1611 foram aumentadas em 44,7; 10,2 e 42,6 vezes, respectivamente, em
traqueia com epitélio. Nesse grupo, em traqueia sem epitélio funcional, observou-se
que as poténcias relaxantes dos LASSBIi0s-1613 e -1611 foram aumentadas em
195 e 575,4 vezes, respectivamente, quando comparadas a poténcia do
LASSBio0-448 (Gréafico 15 e APENDICE B).

Além disso, ao se comparar as poténcias relaxantes dos derivados
N-metilssulfonamidicos e sulfonamidicos, observou-se que o LASSBIio-1611 foi mais
potente em relaxar a traqueia isolada de cobaia no GC do que todos os outros
LASSBios na auséncia de epitélio funcional, bem como na presenca de epitélio,
nesse caso, exceto em relacdo ao LASSBIi0-1613, com quem nao diferiu
estatisticamente. Adicionalmente, no GIPAC, os LASSBIios-1625 e -1611 se
mostraram mais potentes em relaxar a traqueia do que todos os outros derivados,
exceto em comparacdo ao LASSBIio-1613, na presenca de epitélio, enquanto que na
auséncia de epitélio funcional, o LASSBIio-1611 foi o mais potente de todos os
derivados (Graficos 14 e 15; APENDICES A e B)

Os tempos de relaxamentos no GC para os LASSBios-1622, -1613, -1722,
-1629, -1625 e -1611 foram de 426,3 + 48; 343,4 + 20,0; 183,8 + 16,2; 280,2 + 28,9;
4432 +395 e 354,6 +£50,9 minutos, respectivamente, na presenca e de
332,7+28,9; 306,6 +235  159,4+39; 2350+25,6;, 281,2+131 e
254,2 + 17,4 minutos, respectivamente, na auséncia epitélio funcional. Ja& no GIPAC
foram de 271,0+49,7; 328,6 +15,0; 261,2 +24,7; 304,0+36,9; 392,6 £49,2 e
347,6 =+ 27,8 minutos, respectivamente, na presenca e de 337,3 £ 15,1; 269,4 + 22,5;
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181,4 £11,9; 225,8 + 27,3; 307,8 + 10,2 e 255,6 = 19,0 minutos, respectivamente, na
auséncia de epitélio funcional (dados ndo mostrados).

Apoés 1 h da remocéo dos compostos das preparacdes, a responsividade da
traqueia ao CCh no GC para os LASSBIi0s-1622, -1613, -1722, -1629, -1625 e -1611
foi revertida em aproximadamente 41, 49, 99, 56, 9 e 12%, respectivamente (na
presenca) e 46, 59, 65, 82, 82 e 26%, respectivamente (na auséncia de epitélio
funcional). Ja no GIPAC, essa porcentagem foi de, aproximadamente, 73, 47, 62, 59,
29 e 1%, respectivamente (na presenca), e de 27, 36, 69, 36, 56 e 95,1%,

respectivamente (na auséncia de epitélio) (dados ndo mostrados).
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Figura 21 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1622 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1622 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = &cido araquidoénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 8 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1622 em traqueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (¢/4) e na auséncia
(1<) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 3).

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 7 — Valores de Ena de pCEso e de R? do LASSBIio-1622 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10°®M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

, GC GIPAC
LASSBi0-1622 = I = = ‘ =
Emax (%) 147,2 £ 16,1 130,6 + 7,8 104,0+ 7,0 1445+12,9
pCEso 3,90 + 0,005 4,04+0,14 4,15+ 0,09 4,07 + 0,09
R? 0,924 + 0,020 0,850 + 0,057 0,844 + 0,080 0,824 + 0,038

Teste t de Student, n =3. GC = grupo controle; GIPAC = grupo com inflamagéo pulmonar
alérgica cronica; E+ = presenca de epitélio funcional; E— = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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Figura 22 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1613 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1613 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = 4cido araquidénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 9 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1613 em traqueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (A/A) e na auséncia
(A/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: Silva, 2019.

Tabela 8 — Valores de E., de pCEs e de R? do LASSBio-1613 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10° M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

: GC GIPAC
LASSBIi0-1613 = ‘ = = ‘ =
Emax (%) 102,2 + 8,2 99,2+6,9 107,3+ 7,7 118,9+6,1
pCEso 6,49 + 0,20 6,32 +0,18 5,99+0,13 6,23+ 0,29
R? 0,851+0,044 0,895+ 0,017 0,865 + 0,037 0,907 + 0,023

Teste t de Student, n =5. GC = grupo controle; GIPAC = grupo com inflamac&o pulmonar
alérgica cronica; E+ = presenca de epitélio funcional; E— = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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Figura 23 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1722 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1722 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = &acido araquidénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 10 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1722 em tragueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida 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 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 9 — Valores de Ena de pCEso e de R? do LASSBIio-1722 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10°®M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

. GC GIPAC
LASSBi0-1722 = | = = | =
Emax (%) 125,7 + 6,7 116,4 + 6,2 125,3+9,7 143,6 + 15,6
pCExso 4,26 + 0,05 4,45 + 0,04* 4,72 +0,08% 4,69 +0,07°
R? 0,944 + 0,009 0,949 + 0,019 0,920 + 0,026 0,902 + 0,012

Teste t de Student, *p < 0,05 (GC E— vs. GC E+); p < 0,05 (GIPAC E+ vs. GC E+) e
®p<0,05 (GIPAC E- vs. GC E-), n=5. GC=grupo controle; GIPAC =grupo com

inflamacao pulmonar alérgica cronica; E+ = presenca de epitélio funcional, E— = auséncia de
epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.



104
Silva, 2019 Resultados

Figura 24 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1629 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1629 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = &cido araquidoénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 11 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1629 em tragueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (l/M) e na auséncia
(/1) 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: Silva, 2019.

Tabela 10 — Valores de E.,, de pCEs e de R do LASSBIio-1629 em traqueia isolada de

cobaia do grupo controle e IPAC pré-contraida com 10° M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

. GC GIPAC
LASSBi0-1629 = | = = | =
Emax (%) 111,7 + 10,7 116,0 8,0 99,2 + 10,0 1212+ 4,2
pCEso 4,32 40,13 4,39 + 0,20 4,25 + 0,16 5,29 + 0,16"
R? 0,960 + 0,006 0,921 +0,023 0,929 + 0,010 0,848 + 0,039

Teste t de Student, *p < 0,05 (GIPAC E- vs. GIPAC E+) e *p < 0,05 (GIPAC E-vs. GC E-),
n=5. GC=grupo controle; GIPAC =grupo com inflamac&o pulmonar alérgica crénica,
E+ = presenca de epitélio funcional; E— = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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Figura 25 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1625 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1625 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = &acido araquidoénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 12 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1625 em tragueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (V¥/V¥) e na auséncia
(VIVV) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 11 — Valores de En.,, de pCEs e de R? do LASSBi0-1625 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10°®M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

. GC GIPAC
LASSBi0-1625 = | = = | =
Emax (%) 120,0 + 9,1 107,4+ 1,5 107,4+5,2 116,3+ 7,0
pCEso 5,40 + 0,16 5,92 + 0,16° 6,63 + 0,24 5,32 +0,13
R? 0,899 + 0,029 0,928 + 0,016 0,911 + 0,023 0,912 + 0,021

Teste t de Student, “p < 0,05 (GIPAC E+ vs. GIPAC E-); p < 0,05 (GIPAC E+ vs. GC E+) e
®p< 0,05 (GC E- vs. GIPAC E-), n=5. GC =grupo controle; GIPAC =grupo com

inflamagé&o pulmonar alérgica cronica; E+ = presenca de epitélio funcional; E— = auséncia de
epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.



108
Silva, 2019 Resultados

Figura 26 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1611 em
traqueia isolada de cobaia dos grupos controle (A e B) e IPAC (C e D) pré-contraida com
10 M de CCh na presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1611 (A, B,
C e D), CCh = carbacol; AA = 4cido araquidénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 13 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1611 em tragueia isolada de cobaia dos grupos

controle (A) e IPAC (B) pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (®/®) e na auséncia
(O/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: Silva, 2019.

Tabela 12 — Valores de E,.,, de pCEs, e de R* do LASSBIio-1611 em traqueia isolada de

cobaia dos grupos controle e IPAC pré-contraida com 10° M de CCh na presenca e na
auséncia de epitélio funcional.

. GC GIPAC
LASSBio-1611 = | = = | =
Emax (%) 108,6 + 5,6 115,7+ 3,6 112,6 + 11,4 118,3+8,2
PCEso 6,78 £ 0,22 7,50 + 0,18* 6,61+ 0,17 7,70 +0,13"
R? 0,939+0,011 0,932 + 0,009 0,890 + 0,027 0,928 + 0,014

Teste t de Student, *p < 0,05 (GC E- vs. GC E+) e *p < 0,05 (GIPAC E- vs. GIPAC E+),
n=5. GC=grupo controle; GIPAC = grupo com inflamacdo pulmonar alérgica crénica;
E+ = presenca de epitélio funcional; E— = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 14 — Valores de pCEsy, dos LASSBios-448, -1631, -1630, -1612, -1610, -1628,
-1623, -1622, -1722, -1629, -1625, -1613 e -1611 em traqueia isolada de cobaia do grupo
controle, na presenca (A) e na auséncia (B) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 3-5). ANOVA one-way seguida do poOs-teste de Tukey, [E+ *p < 0,05 (LASSBios-1628,
-1623, -1625, -1613 e -1611 vs. LASSBIi0-448); °p < 0,05 (LASSBIio-1611 vs.
LASSBios-1631, -1630, -1612, -1610, -1628, -1623, -1622, -1722, -1629 e -1625)] e [E—
*p < 0,05 (LASSBios-1610, -1628, -1623, -1625, -1613 e -1611 vs. LASSBi0-448); /p < 0,05
(LASSBI0-1611 vs. LASSBIio0s-1631, -1630, -1612, -1610, -1628, -1623, -1622, -1722, -1629,
-1625 e -1613)]. GC = grupo controle; E+ = presenca de epitélio funcional; E- = auséncia de
epitélio funcional. ®Os resultados do LASSBio-448 foram obtidos por Martins (2016) em seu
trabalho de tese.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 15 — Valores de pCEsy, dos LASSBios-448, -1631, -1630, -1612, -1610, -1628,
-1623, -1622, -1722, -1629, -1625, -1613 e -1611 em traqueia isolada de cobaia do grupo
IPAC, na presenca (A) e na auséncia (B) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 3-5). ANOVA one-way seguida do pds-teste de Tukey, [E+ p < 0,05 (LASSBi0-448 vs.
LASSBIi0-1631); *p < 0,05 (LASSBios-1625, -1613 e -1611 vs. LASSBIi0-448); “p < 0,05
(LASSBIios-1625 e -1611 vs. LASSBios-1631, -1630, -1612, -1610, -1628, -1623, -1622,
-1722 e -1629)] e [E- ‘p<0,05 (LASSBio-448 vs. LASSBios-1631 e -1622); *p < 0,05
(LASSBIios-1628, -1623, -1613 e -1611 vs. LASSBIi0-448); ’p <0,05 (LASSBio-1611 vs.
LASSBios-1631, -1630, -1612, -1610, -1628, -1623, -1622, -1722, -1629, -1625 e -1613)].
GIPAC =grupo com inflamac@o pulmonar alérgica crbnica; E+ =presenca de epitélio
funcional; E— = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2 Caracterizagdo do mecanismo de acédo relaxante do LASSBio-1611 em

traqueia isolada de cobaia com IPAC, na auséncia de epitélio funcional

5.2.1 Avaliacdo da participacdo dos receptores muscarinicos no efeito
relaxante do LASSBio-1611

O LASSBI0-1611 (n =5) inibiu as contra¢cdes cumulativas induzidas por CCh
em traqueia isolada de cobaia com IPAC, na auséncia de epitélio funcional. A curva
concentragcdo-resposta cumulativa controle (Emax = 100%; pCEs = 6,42 £ 0,03;
R? = 0,998 + 0,0004) foi desviada para a direita com reducéo do Enax € da poténcia,
na presenca de 3x10° (Emax = 104,7 + 5,3%; pCEso = 6,04 £ 0,07,
R? = 0,998 + 0,0003), 10 (Emax = 79,8 £ 3,6%; pCEso = 5,89 + 0,06;
R?=0,999+0,0004) e 3x10*M (Emax=71,7%52%; pCEs) =5,78+0,07;
R?=0,998 + 0,0007) do LASSBIo0-1611 (Figura 27, Gréfico 16 e Tabela 13).
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Figura 27 — Registros originais representativos da reatividade contratil ao CCh em traqueia
isolada de cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, na auséncia e na presenca de 3 x 10®
(A), 10" (B) e 3x 10" M (C) do LASSBIo-1611.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do CCh (A, B e C),
CCh = carbacol; AA = acido araquidénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 16 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao CCh em traqueia isolada de
cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, na auséncia (®) e na presenca de 3 x 10° (O),
10 (M) e 3 x 10* M ((J) do LASSBIo-1611.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way, seguida do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (controle vs. LASSBio-1611 10™
e 3x 10" M) e "p < 0,05 (LASSBi0o-1611 3 x 10° M vs. LASSBi0-1611 10“ e 3 x 10 M).

Fonte: Silva, 2019.
Tabela 13 — Valores de E.y, de pCEs, e de R? do CCh em traqueia isolada de cobaia com

IPAC, sem epitélio funcional, na auséncia (controle) e na presenca de 3 x10°, 10* e
3 x10* M do LASSBio-1611.

[LASSBio-1611] M | Emax (%) | pCEso | R?
Auséncia 100 6,42 + 0,03 0,998 + 0,0004
3x 10° 104,7 +5,3 6,04 + 0,07* 0,998 + 0,0003
10 79,8 + 3,6*" 5,89 + 0,06* 0,999 + 0,0004
3x 10* 71,7 £ 5,2%* 5,78 + 0,07+ 0,998 + 0,0007

ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (auséncia vs. LASSBio-1611
3x10° 10" e 3x10* M) e *p < 0,05 (LASSBIi0-1611 3 x 10° M vs. LASSBio-1611 10 e
3x10* M), n=5.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.2 Avaliacdo da participagdo da via do Oxido nitrico no efeito relaxante do
LASSBio-1611

5.2.2.1 Avaliacdo da participacdo da sintase do 6xido nitrico em traqueia
isolada de cobaia com IPAC pré-contraida com carbacol, na auséncia e na
presenca de L-NAME e de L-arginina + L-NAME

A curva-controle de relaxamento do LASSBI0-1611 (Emax =118,3 £ 8,2%;
pCEso = 7,70 + 0,13; R? = 0,928 + 0,014) foi desviada para a direita na presenca de
10* M de L-NAME (Emax = 118,1 + 8,1%; pCEso = 5,47 +0,17; R?= 0,916 + 0,016),
um inibidor ndo seletivo de NOS (Figura 28 e Grafico 17, n = 5).

Ao comparar as curvas concentracdes-resposta, observou-se que a poténcia
relaxante do LASSBI0-1611 foi reduzida em aproximadamente 170 vezes na
presenca do inibidor e que o0 Enax foi atingido nas concentracdes de 10 e de 10 M,
na auséncia e na presenca do L-NAME, respectivamente (Tabela 14).

O efeito inibitorio do L-NAME sobre o relaxamento do LASSBio-1611 foi
totalmente revertido na presenca simultanea de 10> M de L-arginina e de 10 M de
L-NAME, um substrato e um inibidor ndo seletivo de NOS, respectivamente
(Emax = 107,6 + 1,6%; pCEso = 7,31 +0,13; R*=0,916 + 0,021), sendo a curva
concentracdo-resposta sobresposta a curva-controle em traqueia isolada de cobaia

com IPAC, na auséncia de epitélio funcional (Figura 28, Grafico 17 e Tabela 14).
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Figura 28 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1611 em
traqueia isolada de cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de
CCh na auséncia (A) e na presenca de 10" M de L-NAME (B) e de 10° M de L-arginina +
10 M de L-NAME (C).
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10 Ni i_ 103 M + [LASSBi0-1611] 10*°-10° M
L-NAME
10* M by vl ¢¢¢¢¢¢¢¢¢
A A 20 min
cch CCh
10° M 10° M

As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIio-1611 (A, B e
C), CCh = carbacol; AA =4&cido araquidénico; L =lavagem; L-NAME = N,-nitro-L-arginina
metil éster; L-arg = L-arginina.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 17 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1611 em traqueia isolada de cobaia com IPAC,
sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia (O) e na presenca de
10“* M de L-NAME (CJ) e de 10° M de L-arginina + 10* M de L-NAME ().
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.2.2 Avaliacdo da participagdo da ciclase de guanilil solavel em traqueia
isolada de cobaia com IPAC pré-contraida com carbacol, na auséncia e na
presenca de ODQ

A curva concentracdo-resposta de relaxamento do LASSBi0-1611
(Emax = 118,3 + 8,2%; pCEsp = 7,70 + 0,13; R?=0,928 + 0,014) foi desviada para a
direita, com reducdo da poténcia relaxante em aproximadamente 155 vezes, na
presenca de 10°M de ODQ (Emax=119,0+4,0%; pCEsy=5,51+0,15;
R?=0,906 + 0,012), um inibidor de sGC (Figura 29, Gréfico 18 e Tabela 14, n = 5).

O Emax do LASSBio-1611 foi atingido nas concentracées de 10° e de 10 M,

na auséncia e na presenca de ODQ, respectivamente (Gréafico 18).
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Figura 29 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1611 em
traqueia isolada de cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de
CCh na auséncia (A) e na presenca (B) de 10° M de ODQ.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1611 (A e B),
CCh = carbacol; ODQ = 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona; AA = 4cido
araquidonico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 18 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1611 em traqueia isolada de cobaia com IPAC,

sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia (O) e na presenca (A)
de 10° M de ODQ.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.2.3 Avaliacéo da participagdo da proteina cinase G em traqueia isolada de
cobaia com IPAC pré-contraida com carbacol, na auséncia e na presenca de
Rp-8-Br-PET-cGMPS

O LASSBIi0-1611 (10*2-10* M, n =5) relaxou a traqueia isolada de cobaia
com IPAC, na auséncia de epitélio funcional e na presenca de 10°M de
Rp-8-Br-PET-cGMPS, um inibidor de PKG (Emax = 106,5 * 9,6%;
pCEso = 5,41 + 0,08; R?=0,909 + 0,016), desviando a curva-controle
(Emax = 118,3 + 8,2%; pCEso=7,70+0,13; R?=0,928 +0,014) para a direita,
diminuindo a poténcia relaxante em aproximadamente 195 vezes (Figura 30,
Grafico 19 e Tabela 14).

O Emax do LASSBI0-1611 foi atingido nas concentracdes de 10™ e de 10 M,

na auséncia e na presenca de Rp-8-Br-PET-cGMPS, respectivamente (Grafico 19).
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Figura 30 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1611 em
traqueia isolada de cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de
CCh na auséncia (A) e na presenca (B) de 10° M de Rp-8-Br-PET-cGMPS.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIio-1611 (A e B),
CCh = carbacol; Rp-8-Br-PET-cGMPS = Rp-8-bromo-B-fenil-1,N*-etenoguanosina-3',5',
monofosforotioato ciclico; AA = acido araquidénico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 19 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1611 em traqueia isolada de cobaia com IPAC,
sem epitélio funcional, pré-contraida com 10°® M de CCh na auséncia (O) e na presenca (V)
de 10° M de Rp-8-Br-PET-cGMPS.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 14 — Valores de E.,, de pCEs, e de R? do LASSBio-1611 em traqueia isolada de
cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia
(controle) e na presenca de substrato e/ou inibidores da via NOS/sGC/PKG/cGMP.

Substrato/inibidores | Emax (%) | PCEso | R
Auséncia 118,3+8,2 7,70+ 0,13 0,928 + 0,014
L-NAME 118,1+8,1 5,47 + 0,17+ 0,916 + 0,016
L-arginina + L-NAME 107,6 + 1,6 7,31+0,13 0,916 + 0,021
oDQ 119,0 + 4,0 5,51 + 0,15 0,906 + 0,012
Rp-8-Br-PET-cGMPS 106,5 + 9,6 5,41 + 0,08 0,909 + 0,016

Teste t de Student, *p < 0,05 (auséncia vs. L-NAME, ODQ e Rp-8-Br-PET-cGMPS) e
p < 0,05 (L-arginina + L-NAME vs. L-NAME, ODQ e Rp-8-Br-PET-cGMPS), n = 5.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.3 Avaliacdo da participacdo da fosfodiesterase 5 no efeito relaxante do
LASSBio-1611

5.2.3.1 Avaliacdo do efeito relaxante da sildenafila em tragueia isolada de
cobaia com IPAC pré-contraida com carbacol, na auséncia e na presenca do
LASSBio-1611

A sildenafila (10°-3 x 10° M, n = 5), um inibidor seletivo de PDES5, relaxou a
traqueia isolada de cobaia com IPAC, na auséncia de epitélio funcional,
pré-contraida com CCh (Emax = 132,6 + 10,2%; pCEsp = 5,38 + 0,10;
R%?=0,914 + 0,030), sendo esse efeito potencializado em aproximadamente
2,8 vezes, na presenca de 3x10°M do LASSBi0-1611 (Emax = 115,6 +5,7%;
pCEso = 5,82 + 0,12; R* = 0,888 + 0,016). A eficacia relaxante da sildenafila nao foi
alterada na presenca do LASSBIi0-1611 (Figura 31A e B e Gréfico 20).



125
Silva, 2019 Resultados

Figura 31 — Registros originais representativos do efeito relaxante da sildenafila em traqueia
isolada de cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de CCh na
auséncia (A) e na presenca (B) de 3 x 10® M do LASSBio-1611.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa da sildenafila (A e B),
CCh = carbacol; AA = acido araquidbnico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 20 — Efeito relaxante da sildenafila em traqueia isolada de cobaia com IPAC, sem
epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia () e na presenca (I>) de

3 x10° M do LASSBio-1611.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.4 Avaliacdo da participacdo dos canais de potassio e/ou de célcio
dependentes de voltagem no efeito relaxante do LASSBio-1611

5.2.4.1 Avaliacdo do efeito relaxante do LASSBIio-1611 sobre as contracdes
tonicas induzidas por 18 ou por 60 mM de KCI em traqueia isolada de cobaia
com IPAC

O LASSBI0-1611 (102-3 x 10° M, n = 5) relaxou, de maneira dependente de
concentracdo, com a mesma eficacia e equipotente, a traqueia isolada de cobaia
com IPAC, na auséncia de epitélio funcional, tanto pré-contraida com solucao
isomolar de 18 (Emax =122,3+12,2%; pCEsy=6,37 +0,20; R%=0,937 + 0,024)
como de 60 MM (Emax = 123,8 + 9,1%; pCEsp = 6,07 = 0,18; R?=0,918 + 0,028) de
KCI (Figura 32 e Gréfico 21)
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Figura 32 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1611 em
traqueia isolada de cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, pré-contraida com 18 (A) ou
60 mM (B) de KCI.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIio-1611 (A e B),
CCh = carbacol; AA = acido araquidbnico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 21 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1611 em traqueia isolada de cobaia com IPAC,
sem epitélio funcional, pré-contraida com 18 («) ou 60 mM (<) de KCI.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019
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5.2.4.2 Avaliagdo da reatividade contratil ao cloreto de calcio em tragueia
isolada de cobaia com IPAC, na auséncia e na presenca do LASSBi0-1611

O LASSBI0-1611 (n =5) inibiu, de maneira dependente de concentracdo, as
contragbes cumulativas ao CaCl, em meio despolarizante (KClI 60 mM)
nominalmente sem Ca®". A curva concentracdo-resposta cumulativa controle
(Emax = 100%; R?=0,996 + 0,002) foi desviada para a direita de maneira nédo
paralela e com reducdo do Ema, na presenca de 107 (Emax= 99,0 + 1,9%;
R?=0,993+0,001), 3x107 (Emax=85,6+1,4%; R*=0,995+0,002), 10°
(Emax = 74,7 + 4,5%; R?=0,997 + 0,001), 3x10° (Emax = 71,1 + 2,8%;
R?=0,995+ 0,001), 10° (Emax=60,2+28%; R*=0,995+0,001), 3x10°
(Emax = 36,3 £ 4,1%; R?=0,993 + 0,012) e 10 M (Emax = 36,7 £ 4,2%);
R?=0,989 + 0,002) do LASSBio (Figura 33, Gréfico 22 e Tabela 15).

A poténcia contréatil do CaCl, em traqueia isolada de cobaia com IPAC, na
auséncia de epitélio funcional, foi reduzida para (pCEso = 3,59 + 0,05; 3,36 + 0,14;
3,46 £ 0,04; 3,17 £ 0,03; 3,04 £ 0,04; 3,03 +£ 0,09 e 2,78 + 0,03, respectivamente), na
presenca do LASSBI0-1611 em comparacdo a curva-controle (pCEsp = 3,62 = 0,04)
(Tabela 15).
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Figura 33 — Registros originais representativos da reatividade contratil ao CaCl, em traqueia
isolada de cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, na auséncia e na presenca de 107 (A),
3x 107 (B), 10° (C), 3x 10°® (D), 10® (E), 3x 10° (F) e 10" M (G) do LASSBio-1611.
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(Continuacéo)
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As setas para baixo sob a barra representam a adi¢cdo cumulativa do CaCl, (A, B, C,D, E, F
e G), CCh = carbacol; AA = 4cido araquidbnico; L = lavagem.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 22 — Curvas concentracfes-resposta cumulativas ao CaCl, em traqueia isolada de
cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, na auséncia (®) e na presenca de 107 (O),
3x 107 (M), 10° (00), 3x 10° (A), 10° (A), 3x10° (¥) e 10* M (V) do LASSBio-1611.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (auséncia vs. LASSBIi0-1611
3x107,10° 3x10° 10° 3x10°e 10* M); p < 0,05 (107 M vs. 10°, 3 x 10°, 10°, 3 x 10°
e 10" M); ¥p < 0,05 (3 x 107" M vs. 3 x 10°®, 10°, 3 x 10®° e 10* M); *p < 0,05 (10° M vs. 10°,
3 x410'5 e 10* M): ®p < 0,05 (3x 10°Mvs. 3x 10° e 10* M) e p < 0,05 (10° M vs. 3x 10° e
10 M).

Fonte: Silva, 2019.
Tabela 15 — Valores de En., de pCEs, e de R? do CaCl, em traqueia isolada de cobaia com

IPAC, sem epitélio funcional, na auséncia (controle) e na presenca de 107, 3x 107, 10,
3x10° 10° 3x 10° e 10* M do LASSBi0-1611.

[LASSBio-1611] M | Emax (%) | pCEso | R?

Auséncia 100 3,62+ 0,04 0,996 + 0,002

107 99,0+ 1,9 3,59 + 0,05 0,993 + 0,001

3x 107 85,6 + 1,4* 3,36 + 0,14 0,995 + 0,002

10° 74,7 + 4,5+ 3,46 + 0,04 0,997 + 0,001

3x 10°® 71,1 + 2,8**% 3,17 + 0,03** 0,995 + 0,001

10° 60,2 + 2,8+%3 3,04 + 0,04+ 0,995 + 0,001

3x 10° 36,3 + 4,1+"430% 3,03 + 0,09+ 0,993 + 0,012

10 36,7 + 4,2+"430E 2,78 + 0,03**%@ 0,989 + 0,002

ANOVA one-way, seguida do poés-teste de Tukey, *p < 0,05 (auséncia vs. LASSBio-1611
3x107,10° 3x10° 10° 3x10° e 10* M); p < 0,05 (10" M vs. 10°, 3 x 10°, 10°, 3 x 10°
e 10" M); ¥p < 0,05 (3 x 107" M vs. 3 x 10°, 10°, 3 x 10®° e 10* M); *p < 0,05 (10° M vs. 10,
3 x410'5 e 10" M); ®p < 0,05 (3x 10° M vs. 3x 10° e 10* M) e p < 0,05 (10° M vs. 3x 10% e
10" M), n = 5.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.5 Avaliacao da participagdo da via das ciclo-oxigenases no efeito relaxante
do LASSBi0-1611 em traqueia isolada de cobaia com IPAC pré-contraida com
carbacol, na auséncia e na presenca de indometacina e de L-NAME +

indometacina

A curva concentracdo-resposta de relaxamento do LASSBi0-1611
(10*2-3x10* M, n=5) em traqueia isolada de cobaia com IPAC, sem epitélio
funcional, na presenca de 10 M de indometacina, um inibidor n&o seletivo de COX
(Emax = 106,4 + 2,9%; pCEso = 4,79 + 0,14; R? = 0,923 + 0,020), foi desviada para a
direita em comparacdo a curva-controle (Emax =118,3 = 8,2%; pCEso =7,70 £ 0,13;
R? = 0,928 + 0,014) (Figura 34A e B; Gréfico 23).

Ao analisar os valores de pCEsg, observou-se que a poténcia relaxante do
LASSBIio-1611 na presenca da indometacina foi reduzida em aproximadamente
813 vezes quando comparada ao controle. Assim como também se observou que
essa resposta inibitéria da indometacina foi maior em aproximadamente 4,8 vezes
em comparacdo a curva concentracdo-resposta do LASSBio na presenca do
L-NAME (Tabela 16).

O Emax do LASSBi0-1611 foi atingido na concentracéo de 10 e de 3 x 10* M
na auséncia e na presenca do inibidor, respectivamente (Gréafico 23).

Na presenca simultinea de 10 M de L-NAME e de 10 M de indometacina,
inibidores ndo seletivos de NOS e de COX, respectivamente, a curva-controle de
relaxamento do LASSBio-1611 (10?-3 x 10* M, n = 5) em traqueia de cobaia com
IPAC, na auséncia de epitélio funcional, foi desviada para a direita, atingindo 0 Emax
em 102,3 + 4,0% na concentracdo de 3 x 10“ M (Figura 34C e Grafico 23).

A poténcia relaxante do LASSBI0-1611 na presenca simultanea dos inibidores
(pCEsp = 4,97 £0,14; R?=0,920+0,017) foi reduzida em aproximadamente
537 vezes em comparacdo ao controle (pCEso = 7,70 + 0,13; R?=0,928 + 0,014),
sendo equipotente em relagdo as curvas na presencga apenas, do L-NAME e/ou da

indometacina (Figura 34D; Gréfico 23 e Tabela 16).
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Figura 34 — Registros originais representativos do efeito relaxante do LASSBio-1611 em
traqueia isolada de cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de
CCh na auséncia (A) e na presenca de 10° M de indometacina (B), de 10" M de L-NAME +
10" M de indometacina (C) e de 10* M de L-NAME (D).
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1611 (A, B,
C e D), CCh =carbacol; AA =4acido araquiddnico; L =lavagem; INDO =indometacina;
L-NAME = N,,-nitro-L-arginina metil éster.

Fonte: Silva, 2019.
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Gréfico 23 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1611 em traqueia isolada de cobaia com IPAC,
sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia (O) e na presenca de
10° M de indometacina (#), de 10* M de L-NAME + 10° M de indometacina () e de
10“ M de L-NAME ([J).

257
50+
757

100+

Relaxamento (%)

125+

150-

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
- log [LASSBio-1611] M

Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 16 — Valores de E.,, de pCEs e de R? do LASSBio-1611 em traqueia isolada de
cobaia com IPAC, sem epitélio funcional, pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia
(controle) e na presenca de inibidores das vias NOS/COX.

Inibidores | Emax (%0) | pCEso R?
Auséncia 118,3+8,2 7,70+ 0,13 0,928 + 0,014
L-NAME 118,1 +8,1 547 +0,17* 0,916 + 0,016
Indometacina 106,4 + 2,9 4,79 + 0,14** 0,923 + 0,020
Indometacina +
L-NAME 102,31+ 4,0 4,97 +0,14* 0,920 + 0,017

ANOVA one-way seguida do poés-teste de Tukey, *p < 0,05 (auséncia vs. indometacina,
L-NAME + indometacina e L-NAME) e “p < 0,05 (indometacina vs. L-NAME), n = 5.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.6 Estudo de docking molecular

5.2.6.1 Avaliacdo da interacdo molecular entre o LASSBio-1611 e/ou a

L-arginina e as sintases do 6xido nitrico induzivel e neuronal

A entalpia de formacdo (AH;) do complexo ligante-macromolécula entre o
LASSBIo-1611 e a iNOS foi de -90,37 kcal/mol, sendo ainda menor quando a enzima
avaliada foi a nNOS (AH; = -133,02 kcal/mol). Em contrapartida, ao se analisar essa
entalpia entre o substrato L-arginina e as enzimas iINOS (AH; = -65,77 kcal/mol) e
NNOS (AH; =-97,60 kcal/mol), observou-se uma menor estabilidade do complexo
ligante-macromolécula.

Além disso, observou-se que as interacdes do LASSBIio-1611 com a iNOS
sdo do tipo estéricas (linhas pontilhadas vermelhas), que se formam entre atomos
apolares, entre 0 a&tomo de oxigénio do grupo 4-metoxi e o residuo de aminoacido
prolina (Pro)**: entre um carbono do grupo naftila e a isoleucina (lle)***, bem como
interacées do tipo Van der Waals com o glutamato (Glu)*"* (Figura 35A e B).

Ja as interacBes observadas para a L-arginina foram do tipo ligacbes de
hidrogénio (linhas pontilhadas azuis) entre os atomos de nitrogénio (ligado ao

112

carbono 2) e de oxigénio do grupo acido carboxilico com a serina (Ser)~ e entre um

nitrogénio do grupo diaminometilideno-amino com o triptofano (Trp)*’ da iNOS.
Além disso, observaram-se interacdes do tipo Van der Waals com a valina (Val)**° e
a lle**® (Figura 35C e D).

Em relacdo a nNOS, observou-se que o LASSBIio-1611 formou interac6es do
tipo ligacdo de hidrogénio (linha pontilhada azul) entre o oxigénio do grupo 3-metoxi
e o Trp®"®® e do tipo estéricas (linhas pontilhadas vermelhas) entre o carbono do
grupo 3-metoxi com a metionina (Met)***® e o Trp®8®: dois carbonos, o enxofre e
um oxigénio da funcdo sulfonamida com a Val®’®; um oxigénio da funcéo
sulfonamida com a Ser®**®: e carbonos do grupo naftila, sendo um com a arginina

(Arg)>®*®  dois com o Trp**®® e trés com a histidina (His)®**®

. Além disso,

observou-se uma interagéo de Van der Waals com o Trp®"®® (Figura 36A e B).
Enquanto que com a L-arginina, observaram-se algumas ligacbes de

hidrogénio (linhas pontilhadas azuis) entre os atomos de nitrogénio (ligado ao

carbono 2) e de oxigénio do grupo &cido carboxilico com a Ser***® e entre um
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nitrogénio do grupo diaminometilideno-amino com o Trp®"®®): além de interacées de
Van der Waals com os aminoacidos Trp®"®®, phe®®, val®""® e val®®® da nNOS
(Figura 36C e D).
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Figura 35 — Poses do docking molecular do LASSBIio-1611 (amarelo) e da L-arginina (roxo)
em condi¢bes de dominio de ligagdo com a NOS induzivel (A e C) e mapas de ligacdo
representando as interacdes entre os ligantes e os residuos de aminoéacidos da enzima (B e
D), respectivamente.

LASSBio-1611

|Gl 371]

|Val 459

[lle 456]

Interagbes estéricas (linhas pontilhadas vermelhas); ligagbes de hidrogénio (linhas
pontilhadas azuis); atomos de oxigénio (vermelhos); atomos de nitrogénio (azuis); atomo de
enxofre  (amarelo); Residuos de aminoacidos: Pro =prolina; lle = isoleucina;
Glu = glutamato; Val = valina; Trp = triptofano; Ser = serina.

Fonte: Silva, 2019.
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Figura 36 — Poses do docking molecular do LASSBIio-1611 (amarelo) e da L-arginina (roxo)
em condi¢bes de dominio de ligacdo com a NOS neuronal (A e C) e mapas de ligacédo
representando as interacdes entre os ligantes e os residuos de aminoéacidos da enzima (B e
D), respectivamente.

LASSBio-1611 B

J75 =

EEEE

[Ser 334(A)]

[Val 630MB)]

EXEEE)

Interacdes estéricas (linhas pontilhadas vermelhas); ligacdes de hidrogénio (linhas
pontilhadas azuis); a&tomos de oxigénio (vermelhos); atomos de nitrogénio (azuis); atomo de
enxofre (amarelo); Residuos de aminoéacidos: His = histidina; Trp = triptofano; Ser = serina;
Val = valina; Arg = arginina; Met = metionina; Phe = fenilalanina.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.6.2 Avaliacdao da interacdo molecular entre o LASSBio-1611 e/ou o

cinaciguat e a ciclase de guanilil solavel

A entalpia de formagao entre o LASSBIi0-1611 e a sGC resultou em um AH; de
-45,28 kcal/mol, sendo bem maior do que a interacdo do cinaciguat
(AH; = -60,65 kcal/mol), um ativador de sGC.

Com relacéo as interacdes, observou-se que nao se formou nenhum tipo de
interacéo entre o LASSBI0-1611 e a sGC, na distancia estabelecida pelo programa
(Figura 37A e B). O mesmo né&o foi observado para o cinaciguat que apresentou
ligacdes de hidrogénio entre atomos de oxigénio e os residuos de aminoacidos lisina
(Lys)®®® e His®®, Além disso, observaram-se interacdes estéricas entre atomos de
carbono, sendo quatro (um carbono do grupo 4-carboxibutil e trés do grupo acido
benzoico) com a tirosina (Tyr)°®®*®; um com a asparagina (Asn)®® e um com
Asn'®® ambos do grupo 2-feniletil, e interacdes de Van der Waals com o aspartato

(Asp)®*® (Figura 37C e D).
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Figura 37 — Poses do docking molecular do LASSBio-1611 (amarelo) e do cinaciguat (azul
claro) em condi¢des de dominio de ligacdo com a ciclase de guanilil soluvel (A e C) e mapas
de ligacao representando as interacBes entre os ligantes e os residuos de aminoacidos da
enzima (B e D), respectivamente.

—"3' sp 630
BA Asn 101ANT

Interacdes estéricas (linhas pontilhadas vermelhas); ligacdes de hidrogénio (linhas
pontilhadas azuis); atomos de oxigénio (vermelhos); atomos de nitrogénio (azuis); atomo de
enxofre (amarelo); Residuos de aminodacidos: Tyr = tirosina; Lys = lisina; His = histidina;
Asn = asparagina; Asp = aspartato.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.6.3 Avaliacao da interagdo molecular entre o LASSBi0-1611 e/ou 0 cGMP e
a proteina cinase G

O LASSBI0-1611 apresentou uma AH; de -114,21 kcal/mol e a PKG, sendo
um pouco mais estavel a formacdo desse complexo do que o complexo entre o
cGMP (AH; =-101,71 kcal/mol) e a PKG.

Além disso, o LASSBIio-1611 apresentou interacbes do tipo ligacdo de
hidrogénio (linha pontilhada azul) entre um atomo de oxigénio do grupo sulfonamida
e o aminoacido Arg**®: do tipo estéricas (linhas pontilhadas vermelhas) entre o

carbono 6 do grupo 3,4-dimetoxifenetil e a Gly**®, entre um carbono e a His*'® e

entre carbonos do grupo naftila, sendo quatro com a Tyr*®*® e dois com a Phe®*?*®),
Adicionalmente, apresentou uma interacéo de Van der Waals com a Ala***® (Figura
38Ae B).

O cGMP mostrou interacdes estéricas entre atomos de carbono e
aminoacidos da PKG, sendo um com a glutamina (GIn)***®, dois com a Tyr*®® e
um com His**"®); entre um atomo de oxigénio e a Glu®**® e entre quatro nitrogénios,
sendo um com a GIn**® um com a Tyr**® e dois com a Phe®**®. O cGMP
também formou ligacdes de hidrogénio entre um nitrogénio e a Arg*?® e dois

oxigénios e a GIn***® (Figura 38C e D).
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Figura 38 — Poses do docking molecular do LASSBio-1611 (amarelo) e do cGMP (azul
claro) em condic6es de dominio de ligacdo com a proteina cinase G (A e C) e mapas de
ligacdo representando as interacdes entre os ligantes e os residuos de aminoacidos da
enzima (B e D), respectivamente.

LASSBio-1611

[Tyr 425(8)]

[Gly 415(B)]

[His 417(8)]

Interagbes estéricas (linhas pontilhadas vermelhas); ligacdes de hidrogénio (linhas
pontilhadas azuis); atomos de oxigénio (vermelhos); atomos de nitrogénio (azuis); atomo de
enxofre (amarelo); atomo de fosforo (laranja); Residuos de aminoacidos: Tyr = tirosina;
Phe = fenilalanina; Arg = arginina; Ala = alanina; GIn = glutamina; His = histidina;
Gly = glicina; Glu = glutamato.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.6.4 Avaliagcdo da interagdo molecular entre o LASSBIio-1611 e/ou a

sildenafila e a fosfodiesterase 5

A AH; entre o LASSBI0-1611 e a PDES foi -53,93 kcal/mol, um pouco maior do
gue a observada para a sildenafila (AH; = -64,28 kcal/mol), um inibidor seletivo de
PDES.

O LASSBI0-1611 formou interacdes do tipo ligacbes de hidrogénio (linhas

pontilhadas azuis) entre o oxigénio do grupo 4-metoxi e os aminoacidos GIn®’ e

740

Arg"™ e do tipo estéricas (linhas pontilhadas vermelhas) entre o oxigénio do grupo

3-metoxi com a Phe’® 733

736

e entre carbonos, sendo um do grupo 3-metoxi com a Gly

740

e a Phe’®®, um do grupo naftila com a Arg’* e um com a Arg’* (Figura 39A e B).

As interacfes da sildenafila também foram dos tipos ligacdes de hidrogénio e
estéricas, sendo as primeiras entre um nitrogénio do grupo metilpiperazina e a Arg’*

e outra entre o oxigénio do grupo etoxi e Arg’>?. J4 as interacdes estéricas foram

entre &tomos de carbono, sendo um com a Arg’*?, dois com a Gly”** e um com

736 729

GIn®'; entre atomos de oxigénio, sendo um com a Phe”™® e um com a Lys® e Ile

e entre o enxofre e os aminoacidos GIn®*’ e Arg™ (Figura 39C e D).
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Figura 39 — Poses do docking molecular do LASSBIio-1611 (amarelo) e da sildenafila (azul
claro) em condi¢cdes de dominio de ligagdo com a fosfodiesterase 5 (A e C) e mapas de
ligacdo representando as interacdes entre os ligantes e os residuos de aminoacidos da
enzima (B e D), respectivamente.

A

Arg 732

erl

| GIn 827 |

| Arg .?4|3':|

Sildenafila

/

Interacdes estéricas (linhas pontilhadas vermelhas); ligacdes de hidrogénio (linhas
pontilhadas azuis); atomos de oxigénio (vermelhos); atomos de nitrogénio (azuis); atomo de
enxofre (amarelo); Residuos de aminoacidos: Arg = arginina; Ala = alanina; GIn = glutamina;
Gly = glicina; Phe = fenilalanina; lle = isoleucina; Lys = lisina.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.6.5 Avaliacdo da interacdo molecular entre o LASSBi0o-1611 e/ou o
nifedipino e o canal de calcio dependente de voltagem do tipo 1.2

A AH; entre o LASSBI0-1611 e o Cayl1.2 (AH; =-101,17 kcal/mol) foi menor do
que a entalpia formada entre o nifedipino, um bloqueador de Cay, e 0 canal
(AH¢ = -94,25 kcal/mol).

O LASSBiI0-1611 formou interacfes do tipo ligacdo de hidrogénio (linha
pontilhada azul) entre um oxigénio do grupo sulfonamida e a Arg*?**® e do tipo
estéricas (linhas pontilhadas vermelhas) entre o oxigénio do grupo 3-metoxi com o
Asp'®© e entre dois carbonos do grupo naftila com a Arg*®**® e com o Glu**®
(Figura 40A e B).

J& as interagfes estéricas (linhas pontilhadas vermelhas) do nifedipino foram
entre carbonos, sendo um com a Lys**¥© um com a Arg*®**®, dois com a Ala'***®
e trés com o Glu'®*®. o nifedipino também formou ligacdo de hidrogénio (linha

pontilhada azul) entre um oxigénio e a Arg*®**® (Figura 40C e D).
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Figura 40 — Poses do docking molecular do LASSBIio-1611 (amarelo) e do nifedipino (azul
claro) em condi¢des de dominio de ligacdo e o canal de calcio dependente de voltagem do
tipo 1.2 (A e C) e mapas de ligagéo representando as interagdes entre os ligantes e os
residuos de amino4cidos do canal (B e D), respectivamente.

[Glu 119(D}]

[Arg 1634(E)]

[Arg 1634(E)]

Interagbes estéricas (linhas pontilhadas vermelhas); ligacdes de hidrogénio (linhas
pontilhadas azuis); a&tomos de oxigénio (vermelhos); atomos de nitrogénio (azuis); atomo de
enxofre (amarelo); Residuos de aminoacidos: Glu = glutamato; Arg = arginina; Ala = alanina;
Asp = aspartato; Lys = lisina.

Fonte: Silva, 2019.



149
Silva, 2019 Resultados

5.2.6.6 Avaliacdao da interacdo molecular entre o LASSBi0o-1611 e/ou o
etoricoxibe e a ciclo-oxigenase-2

A AH; do complexo ligante-macromolécula entre o LASSBio-1611 e a COX-2
foi de -114,94 kcal/mol, sendo um pouco menor do que a AH; para a interacado da
enzima com o etoricoxibe (AH; = -109,63 kcal/mol), um inibidor seletivo de COX-2.

As interacfes formadas pelo LASSBio-1611 foram do tipo ligacbes de
hidrogénio (linhas pontilhadas azuis) entre os oxigénios dos grupos 3- e 4-metoxi
com a Arg®*® e do grupo 3-metoxi com a GIn®***®: do tipo estéricas entre o carbono
do grupo 3-metoxi com a Gly***® e a GIn***® e um carbono do grupo naftila com a
Ser**® e do tipo Van der Waals com o aminoacido Asn***® (Figura 41A e B).

Em relacdo ao etoricoxibe, as interacbes também foram do mesmo tipo,
sendo as ligacBes de hidrogénio (linhas pontilhadas azuis) entre um oxigénio e a

238(A)

Arg®*3® e um nitrogénio e a Leu®*®. As interaces estéricas ocorreram entre

atomos de carbono, sendo um com o GluZ*®, dois com o GIu***®, dois com a
Leu®®®® e um com a Asn***® e entre o cloro e a Leu**®®. Também se observou

uma interacéo de Van der Waals com a GIn**® (Figura 41C e D).
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Figura 41 — Poses do docking molecular do LASSBIi0-1611 (amarelo) e do etoricoxibe (azul
claro) em condi¢cdes de dominio de ligagdo com a ciclo-oxigenase-2 (A e C) e mapas de
ligacdo representando as interacdes entre os ligantes e os residuos de aminoacidos da
enzima (B e D), respectivamente.

[Ser 146(8)]

[Asn 144(8)]

_ _ [Lew 145(8)]
[Glu 140(8) D

[Gin 241(8)]

[Arg 333(4)]

[4sn 144(B))

Etoricoxibe

Interacdes estéricas (linhas pontilhadas vermelhas); ligacdes de hidrogénio (linhas
pontilhadas azuis); atomos de oxigénio (vermelhos); atomos de nitrogénio (azuis); atomo de
enxofre (amarelo); atomo de cloro (verde); Residuos de aminoacidos: Ser = serina;
Glu = glutamato;  Asn = asparagina; Arg = arginina;  Gly = glicina;  GIn = glutamina;
Leu = leucina.

Fonte: Silva, 2019.
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5.2.7 Andlise teorica, calculada in silico, de parametros fisico-quimicos e
farmacocinéticos para o LASSBio-1611

As propriedades fisico-quimicas do LASSBio-1611 foram calculadas de
acordo com a massa molecular de 371,45 g/mol, apresentando um coeficiente de
particdo (logP) de 3,42 e mesmos valores de coeficientes de dissociacao,
mimetizando tanto o duodeno (logD4g) como o plasma (logD74). Além disso, esse
LASSBio se apresentou como um acido fraco (pKa =11,1+0,4) e de baixissima
solubilidade em agua (0,004 mg/mL) (Tabela 17).

Paralelamente, foram calculadas as propriedades farmacocinéticas de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) e o
LASSBio-1611 apresentou uma predicao de alta permeacao
(Caco-2 = 241 x 10° cm/s), elevada ligacdo as proteinas plasmaticas (PPB = 99%) e
baixo volume de distribucdo (Vd =2,0L/kg). Adicionalmente, o LASSBio-1611
apresentou moderada biodisponibilidade oral (Fora = 64%), fraca penetragédo ao SNC
(escoresnc =-3,17) e sem efeito mutagénico, de acordo com o0 ensaio
Salmonella/microssoma (ensaio de AMES) de 0,29. Em contrapartida, a estabilidade
metabdlica microssomal (human liver microsome — HLM) indicou indefinicdo
(HLM = 0,55). Além disso, também nao foi possivel predizer a capacidade do
LASSBIio-1611 em inibir o gene hERG, que codifica um subtipo de canal de potassio,
responsavel por controlar a atividade elétrica do coracdo, uma vez que o valor de
escore ficou na faixa de indefinicdo (escore = 0,42), ndo podendo definir o poder

cardiotéxico (Tabela 18).
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Tabela 17 — Propriedades fisico-quimicas, calculadas in silico, para o LASSBio-1611.

Propriedades fisico-quimicas

Composto PM Solubilidade
(g/mol) logP logDye logD74 pKa (mg/mL)
LASSBio-1611 371,45 3,42 3,42 3,42 11,1+0,4 0,004

PM = peso molecular; logP = coeficiente de particdo; logP, s = coeficiente de dissociacdo no
duodeno; logP4 ¢ = coeficiente de dissociagdo no plasma; pKa = constante de ionizacao.

Fonte: Silva, 2019.

Tabela 18 — Propriedades farmacocinéticas, calculadas in silico, para o LASSBio-1611.

Propriedades farmacocinéticas

Composto Caco-2 PPB Vd Fora

LASSBi0-1611 241 x10°| 99 2,0 64 |-3,17| 0,29 | 0,55 0,42

Caco-2 = células de adenocarcinoma de coOlon humano; PPB =ligagcdo a proteinas
plasmaticas; Vd = volume de distribuicdo; F, = biodisponibilidade oral; SNC = capacidade
de penetracdo ao sistema nervoso central;, AMES =ensaio mutagénico
Salmonella/microssoma; HLM = estabilidade metabdlica microssomal; hERG = gene
gue codifica um subtipo de canal de potassio no coragao.

Fonte: Silva, 2019.
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Neste estudo, investigou-se e se comparou a atividade relaxante do
LASSBIi0-448, um inibidor de PDE4 e anélogo do rolipram, e de seus derivados
N-metilssulfonamidicos (LASSBios-1630, -1610, -1631, -1628, -1612 e -1623) e
sulfonamidicos (LASSBios-1622, -1613, -1722, -1629, -1625 e -1611) em tragueia
isolada de cobaia dos GC e GIPAC. De maneira geral, todos 0os compostos
apresentaram efeito relaxante, tanto no GC como no GIPAC, sendo o LASSBIio-1611
0 mais potente, na auséncia de epitélio funcional nos dois modelos quando
comparado ao LASSBIio-448. Dessa froma, demonstra-se pela primeira vez, que o
LASSBio-1611 modula positivamente as vias NOS/sGC/PKG e COXs e
negativamente a PDE5 e os Cay, levando ao relaxamento do musculo liso traqueal
em cobaia com IPAC, na auséncia de epitélio funcional.

Os inibidores seletivos de PDE4 vém sendo estudados ao longo dos anos
como uma alternativa ndo esteroide, mas com foco anti-inflamatorio e
broncodilatador para o tratamento da asma. Essa busca por novos medicamentos
para tratar essa doenga se torna relevante, uma vez que, 0 seu tratamento ainda
ndo é curativo e apresenta diversos efeitos colaterais/adversos como aqueles
apresentados pelos inibidores ndo seletivos de PDE e pelos glicocorticoides
(MOGHADAM-KIA;  WERTH, 2010; BEGHE; RABE; FABBRI, 2013;
KAWAMATAWONG, 2017).

Na constante busca por novos inibidores de PDE4, bem como por uma
molécula com efeitos colaterais/advesos reduzidos e/ou multiplos alvos de acéo para
o tratamento de doencas crénicas multifatoriais, o LASSBio®/UFRJ planejou e
sintetizou, a partir do LASSBIi0-448, uma série de 12 compostos. Nas etapas de
sintese dessa seérie de derivados sulfonamidicos foram utilizadas aminas
secundarias e primarias, gerando duas subséries: a dos derivados

N-metilssulfonamidicos (metilados no nitrogénio da funcdo sulfonamida) e a dos
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sulfonamidicos (H no nitrogénio da funcdo sulfonamida), respectivamente (NUNES,
2013).

Com essa perspectiva, nos ultimos anos, 0 Nosso grupo de pesquisa vem
realizando estudos com derivados do LASSBIi0-448, na tentativa de descobrir uma
molécula com potencial acdo antiasmatica. Recentemente, Medeiros (2015) e
Martins (2016) evidenciaram o efeito relaxante do LASSBio0-448 e de alguns de seus
derivados N-sulfonilidrazonicos (LASSBIio0s-1824, -1832, -1846, -1847, -1848, -1849,
-1850 e -1851) em traqueia de cobaia ndo asmatico e com asma alérgica, sendo o
LASSBIi0-1847 o derivado mais potente, com mecanismo de agdo por modulagéo
positiva da via AC/PKA/cCAMP e por inibicdo de PDEs (MARTINS, 2016).

Diante do exposto e considerando que ndo ha dados na literatura sobre efeito
relaxante do LASSBIi0-448 em traqueia de cobaia com IPAC, modelo recentemente
implantado em nosso laboratério (VASCONCELOS et al.,, 2019), decidiu-se,
inicialmente, investigar esse possivel efeito e comparar com o efeito relaxante
observado por Martins (2016) em traqueia isolada de cobaia controle.

De fato, observou-se que o LASSBIi0-448 relaxou a traqueia isolada de cobaia
com IPAC pré-contraida com CCh, independente de epitélio funcional, sugerindo
que esse efeito ndo é mediado pela liberacdo de fatores relaxantes derivados do
epitélio (Figura 14 e Grafico 1). Ao comparar os valores de pCEsy com aqueles
observados por Martins (2016) no grupo GC, observou-se que o LASSBIio-448 foi
mais eficaz no GIPAC do que no GC, na presenca de epitélio funcional e 3,8 vezes
mais potente em relaxar a traqueia de cobaia no GIPAC do que no GC, na auséncia
de epitélio funcional, sugerindo que o alvo para acdo desse composto pode estar
mais expresso no musculo liso do GIPAC.

Sabendo-se do efeito relaxante do LASSBIi0-448, prosseguiu-se com a
investigacdo do possivel efeito relaxante de cada subsérie derivada dessa molécula.
Para tanto, utilizou-se um modelo de musculo liso traqueal de cobaia controle e com
IPAC e se comparou as eficacias e as poténcias relaxantes com o observado para o
LASSBIi0-448.

Inicialmente, observou-se que, de maneira geral, todos os LASSBios tanto os
N-metilssulfonamidicos como os sulfonamidicos relaxaram a traqueia do GC e do
GIPAC, na presenca e na auséncia de epitélio funcional (Figuras 15-26 e
Graficos 2-13).
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Analisando os resultados da subsérie N-metilssulfonamidica, observou-se que
0 LASSBIo-1631 foi menos potente do que o protétipo em relaxar a traqueia de
cobaia com IPAC, na presenca e na auséncia de epitélio (Grafico 15 e
APENDICE B), sugerindo que a insercdo do substituinte 1-bifenila ligado a funcgéo
sulfonamida desfavorece esse efeito relaxante, possivelmente devido a sua alta
hidrofobicidade. J& para o LASSBIi0-1610, a insercdo do grupo 3,4-dimetoxifenila,
mimetizando duas unidades farmacoféricas no derivado, aumentou sua poténcia em
relacdo ao LASSBIio-448, apenas na auséncia de epitélio no GC (Grafico 14B e
APENDICE A). Assim como o LASSBIio-1610, os LASSBios-1628 e -1623 foram
mais potentes em relaxar a traqueia do que o LASSBIi0-448, s6 que sendo na
presenca de epitélio do GC e na auséncia de epitélio funcional, tanto do GC como
do GIPAC (Gréficos 14A e 15; APENDICES A e B). Mais uma vez, sugere-se que 0
aumento da poténcia relaxante esteja relacionado a mudanca estrutural das
moléculas, onde a substituicAo do grupo metilenodioxila do LASSBIi0-448 pelos
substituintes para-metoxila e orto-metila (grupos doadores de elétrons) nos
LASSBIio0s-1628 e -1623, respectivamente, favorece esse aumento de poténcia.

Com relagdo aos derivados da subsérie sulfonamidica, observou-se que no
GC, os LASSBIio0s-1625, -1613 e -1611 foram mais potentes em relaxar a traqueia
isolada de cobaia pré-contraida por CCh do que o LASSBIi0-448, tanto na presenca
como na auséncia de epitélio funcional. Resultados semelhantes foram observados
no GIPAC, onde esses trés derivados foram mais potentes em traqueia com epitélio
e em traqueia sem epitélio, apenas os LASSBios-1613 e -1611 foram mais potentes
do que o protétipo das subséries (Graficos 14 e 15; Tabelas 13 e 14). Assim como
para os LASSBIi0s-1628 e -1623, os substituintes para-metoxila e orto-metila (grupos
doadores de elétrons) também aumentaram a poténcia relaxante dos
LASSBIios-1625 e -1613, respectivamente, provavelmente devido ao aumento da
densidade eletronica no sistema aromatico e da lipofilicidade. J& para o
LASSBIio-1611, o substituinte 1-naftila aumentou essa poténcia relaxante,
possivelmente devido a alta lipofilicidade desse grupo, 0 que pode aumentar a
capacidade da molécula atravessar a membrana celular.

Dessa maneira, o LASSBIi0-1611 foi o derivado que apresentou a maior
poténcia, em traqueia sem epitélio tanto no GC como no GIPAC, em relacdo ao
LASSBIi0-448. Sendo assim, decidiu-se dar continuidade a esse estudo com o

LASSBIi0-1611, objetivando elucidar o seu mecanismo de agéo relaxante em
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traqueia sem epitélio e, apenas no modelo com IPAC, uma vez que, ndo se
evidenciou diferengas entre o GC e o GIPAC, bem como visando atender ao
principio dos 3Rs (Reduction, Refinement and Replacement), que no Brasil sdo
traduzidos como Reducdo, Refinamento e Substituicdo ao uso de animais na
pesquisa e/ou no ensino (BRASIL, 2016).

Apesar do LASSBIi0-1611 ter sido desenhado com base em um inibidor de
PDE4, ao realizar um teste bioquimico de inibicdo enzimética para essa isoforma
humana, observou-se que o mesmo foi praticamente inativo na concentracdo de
10 uM. Ja na concentracdo de 100 uM apresentou pouca ou nenhuma melhora da
atividade inibitoria em relacdo ao LASSBIi0-448 e essa acao foi bastante reduzida
guando comparada ao padrao rolipram, ambos inibidores de PDE4 (NUNES, 2013;
SOUZA, 2015). Entado de acordo com esses dados e com os resultados observados
em nossos experimentos, decidiu-se direcionar este estudo para a investigacdo de
outros alvos potenciais nas vias de sinalizacao celular que levam ao relaxamento em
traqueia de cobaia.

Fisiologicamente, a traqueia é revestida na parte luminal pelo epitélio, que é
considerado uma barreira fisica, de permeabilidade e imunolégica, que regula
respostas a diversos agentes fisioldgicos e patoldégicos do musculo liso das vias
aéreas (GANESAN; COMSTOCK; SAJJAN, 2013; BRUNE et al.,, 2015). Alguns
estudos apontam que sua remogdo mecanica pode aumentar a responsividade da
tragueia a varios agentes contrateis como a histamina, os leucotrienos, as
endotelinas e a ACh, assim como a agentes relaxantes, a exemplo da isoprenalina e
do nitroprussiato de sodio (AKBAR; SHARMA, 1992; SHIKADA; TANAKA, 1995;
FEDAN; VAN SCOTT; JOHNSTON, 2001; AL-AYED, 2018).

Nas vias aéreas, a inervacdo parassimpatica representa uma importante via
broncoconstritora e tem como neurotransmissor a ACh, cujos efeitos sdo mediados
por receptores metabotropicos dos subtipos M, e M, sendo a contracao
desencadeada, primariamente, pelos receptores Mz, mesmo naqueles musculos
lisos em que a proporcdo de M,:M; é de 90:10. Em traqueia de cobaia essa
proporcao € praticamente igual para ambos os receptores (50-60% de M) e pode
variar dependendo da idade do animal, quanto mais jovem, maior a populacao de
receptor M,. Em modelos de inflamacéo das vias aéreas e na asma, ocorre uma
disfungcéo dos receptores M, 0 que contribui para a liberagéo elevada da ACh pelo

nervo vago, para o aumento da atividade reflexa colinérgica em resposta a inalagéo
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de agentes estimulantes e para a hiper-responsividade (EGLEN; HEGDE; WATSON,
1996; BARNES, 1998; MEURS; GOSENS; ZAAGSMA, 2008).

Sabendo-se da importancia da via muscarinica na contracao das vias aéreas,
decidiu-se avaliar a participacdo dos receptores muscarinicos no efeito relaxante do
LASSBio-1611. Para tanto, foram realizadas curvas concentragdes-resposta
cumulativas ao CCh na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes do
LASSBIio-1611. O fato da curva-controle do CCh ter sido deslocada para a direita,
com uma reducdo no Enax de 20 e 28%, apenas nas concentracdes mais altas,
sugere-se que 0 LASSBIi0-1611 estaria inibindo os receptores M3, mas ndo por
antagonismo competitivo, podendo estar modulando outro passo da via de
sinalizacao contratil do CCh (Figura 27, Grafico 16 e Tabela 13).

Em musculo liso das vias aéreas, o principal mediador broncodilatador
liberado pela inervacdo NANC € o NO formado a partir da ativagdo nNOS, podendo
também ser formado por eNOS e iNOS. Além do sistema NANC, o NO pode ser
produzido por diversas células, entre elas, epiteliais, endoteliais vasculares e
inflamatorias, dependendo da isoforma e da localizagdo da NOS. No trato
respiratorio, existem as trés isoformas de NOS, sendo a eNOS localizada no epitélio
dos bronquios, dos alvéolos e da traqueia; a INOS localizada em macrofagos,
neutrdfilos, fibroblastos e células endoteliais vasculares e epiteliais das vias aéreas;
e a nNOS encontrada em nervos que inervam a lamina prépria, oS vasos e o
musculo liso das vias aéreas de humanos e de animais como o cobaia (HAMAD et
al., 2003; RICCIARDOLO, 2003; RICCIARDOLO et al., 2004; ANTOSOVA et al.,
2017).

Em sendo o NO um importante mediador da broncodilatacdo nas vias aéreas,
decidiu-se avaliar sua participacdo no efeito relaxante do LASSBio-1611 e se
verificou que a curva-controle de relaxamento foi desviada para a direita na
presenca de L-NAME, um inibidor ndo seletivo de NOS (BOER et al., 1996),
diminuindo a poténcia relaxante do LASSBIio-1611 em cerca de 170 vezes
(Figura 28 e Grafico 17). Esses dados sugerem uma hipotese de que o
LASSBIio-1611 modula positivamente a NOS para promover relaxamento em
traqueia de cobaia com IPAC, sem epitélio.

Com a premissa de que o NO causa broncodilatacdo, espera-se que a
inibicdo da NOS aumente a reatividade contratil ou diminua a reatividade relaxante

do musculo liso. Condizente com o exposto, Boer et al. (1996) demonstraram que a
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deficiéncia de NO contribui para a hiper-reatividade precoce das vias aéreas em
cobaias desafiados com OVA. Além disso, estudos observaram que o
pré-tratamento com L-NAME aumentou a reatividade contratil a histamina, bem
como diminuiu o relaxamento induzido por estimulacdo elétrica sobre a contracéo
tbnica com CCh em traqueia de cobaia sensibilizado com OVA. Nesse Ultimo caso,
também se observou que a inibicdo do relaxamento foi revertida na presenca de
L-arginina, um substrato para a NOS (PARLAK et al., 2012; ANTOSOVA et al.,
2014).

O aminoacido L-arginina € o Unico substrato para as isoformas de NOS, que
promovem uma reacao catalitica de oxidacao, formando NO e L-citrulina. O L-NAME
é considerado um falso substrato das NOS, dessa forma nédo sofre catalise e atua
por um mecanismo de competicdo pelo sitio de ligacdo da L-arginina, inibindo a
enzima (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; ANTOSOVA et al., 2017). E relatado
qgue a formacdo de ONOO™ pode ocorrer durante a producdo simultanea de NO e de
O, pela INOS e isso é possivel, devido a baixa disponibilidade de L-arginina. Uma
vez aumentada a concentracdo desse substrato, aumenta-se a producdo de NO,
reduzindo-se a geracgéo tanto de O, como de ONOO™ e, dessa forma, aumenta-se a
reatividade relaxante nas vias aéreas (MAARSINGH et al., 2009).

Diante dos achados e com o intuito de verificar a reversibilidade do efeito
inibitério do L-NAME, bem como de comprovar a participacdo da NOS no efeito
relaxante do LASSBIio-1611, decidiu-se aumentar a oferta de substrato para a NOS
na presenca de L-NAME. Se o LASSBIi0-1611 estivesse modulando positivamente a
NOS para promover o relaxamento em traqueia de cobaia com IPAC, a L-arginina
deveria reverter o efeito inibitorio do L-NAME e, sendo assim, a curva
concentracdo-resposta na presenca simultdnea de L-arginina e de L-NAME deveria
ser sobreposta a curva-controle (Adaptado de SCHLEMPER; CALIXTO, 1994). De
fato, foi o que aconteceu, a L-arginina reverteu o efeito inibitério do L-NAME sobre o
efeito relaxante do LASSBIio-1611 (Figura 28 e Grafico 17), confirmando que o
mecanismo de acdo do LASSBIio-1611 envolve a ativagédo da NOS.

Pelo estudo do docking molecular foi possivel observar a interacdo do
LASSBIio-1611 com o sitio ativo tanto da iINOS como da nNOS, sendo que para a
NNOS, o numero de interagbes foi bem maior do que para a iINOS, isso pode ter
proporcionado uma maior estabilidade, resultando em uma menor entalpia para a

formacdo do complexo com a nNOS. Além disso, observou-se que as entalpias de
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formacdo dos complexos LASSBIi0-1611-INOS e LASSBIi0-1611-nNOS foram bem
menores do que as observadas para 0s complexos L-arginina-iNOS e
L-arginina-nNOS, sendo as diferencas de entalpia de 24,6 e de 35,42 kcal/mol,
respectivamente (Figuras 35 e 36). Quando se compara a interacdo entre um
determinado alvo bioldgico e diferentes moléculas e se observa uma menor entalpia
de formacdo do complexo para uma das moléculas, essa, teoricamente, apresentara
melhor atividade biolégica (BARROS, 2015), desse modo, sugere-se que O
LASSBIio-1611 estaria ativando as duas isoformas de NOS, sendo mais seletivo para
a nNOS.

De acordo com o docking, com a localizac&o das isoformas das NOS nas vias
aéreas e utilizando um modelo de IPAC com remocao do epitélio da traqueia,
pode-se sugerir que o LASSBIio-1611 estaria ativando a nNOS, uma vez que esta
localizada na inervacdo nitrérgica do musculo liso, dessa forma, contribuiria mais
para o relaxamento desse musculo. No entanto, o LASSBio também poderia estar
ativando a iINOS, ja que o modelo em estudo possui um componente inflamatorio,
descartando, em parte, a eNOS, cuja localizacdo € no epitélio. Contudo, como o
efeito relaxante do LASSBIi0-1611 nao foi completamente abolido na presenca de
L-NAME, sugere-se que o derivado pode estar agindo em um passo dowstream
dessa via de relaxamento ou até mesmo atuando em outro(a)s sitios/vias de
sinalizacao para relaxar a traqueia de cobaia com IPAC, na auséncia epitélio.

O NO, uma vez formado, tem como um dos seus mecanismos ativar o
receptor sGC, que catalisa a formacdo de cGMP a partir do GTP e no musculo liso
das vias aéreas, o aumento de cGMP culmina em relaxamento (ARNOLD et al.,
1977; STONE; MARLETTA, 1994; ELLIS, 1997; LUCAS et al., 2000). A sCG é uma
enzima citosolica e medeia funcdes como inibicdo da agregacdo plaquetaria, bem
como transdugdo de sinais em neurdnios, imunomodulacdo e relaxamento do
musculo liso (COLLIER; VALLANCE, 1989).

Estudos demonstraram que a exposicdo a fumaca de cigarro diminui a
expressdo de sGC, causando bronconstricAdo em camundongo, assim como a
estimulacdo dessa enzima previne o estresse oxidativo e a inflamag&o pulmonar em
um modelo de DPOC em cobaia. Aléem disso, também ha relatos de que a ativacao
de sGC pelo NO reduz a reatividade contratil ao CCh em traqueia de rato, bem como

a atenuacdo e/ou abolicdo do relaxamento de um doador de NO em brénquio
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humano e em traqueia de cobaia na presenca de ODQ (ELLIS, 1997; GLAZA et al.,
2011; GLYNOS et al., 2013; PAUL et al., 2018).

Uma vez que, comprovou-se a participacdo da NOS no efeito relaxante do
LASSBIio-1611 em traqueia de cobaia com IPAC, sem epitélio e, sabendo-se que a
formacdo de NO ativa a sGC, nos questionamos se esse derivado estaria
modulando positivamente a atividade dessa enzima. Para investigar essa hipotese,
utilizou-se o ODQ, um inibidor de sGC (HWANG; WU; TENG, 1998), e se observou
gue a poténcia relaxante do derivado foi reduzida em aproximadamente 155 vezes
quando a enzima foi inibida (Figura 29 e Grafico 18), sugerindo o envolvimento da
SGC/cGMP no efeito relaxante do LASSBio-1611.

No entanto, o envolvimento da sGC pode ser por ativagao indireta, a partir da
ativacdo da NOS e formacdo do NO, uma vez que, no docking molecular foi
observado que a entalpia de formacdo do complexo LASSBIi0-1611-sGC foi maior
em 15,37 kcal/mol do que para o complexo formado entre o cinaciguat-sGC, um
ativador de sGC, e a enzima. Além disso, ndo se observou nenhum tipo de
interacdo, seja estérica, por ligacdo de hidrogénio ou de Van der Waals entre o alvo
biologico e o LASSBiIo (Figura 37).

Um aumento de cGMP em decorréncia da ativagcdo sGC leva a ativacdo de
algumas proteinas, a exemplo de PDEs, de canais idnicos e da PKG. Essa proteina
cinase, uma vez ativada, fosforila ativando e/ou inibindo diversos alvos para relaxar
o musculo liso vascular e das vias aéreas (MURAD, 1994; MULLERSHAUSEN et al.,
2006; WAGENAAR; HIEMSTRA; GOSENS, 2015). Entre os alvos ativados por essa
proteina cinase estdo SERCA, PMCA, MLCP, NCX e canais de potassio, a exemplo
do BKc,, enquanto entre os inibidos estdo IPsR, MLCK e Cay (REMBOLD, 1992;
REMBOLD, 1996; CARVAJAL et al, 2000; WOODRUM; BROPHY, 2001;
PEREZ-ZOGHBI; BAl; SANDERSON, 2010).

Evidenciando-se a participacdo da via NOS/sGC como parte do mecanismo
de acdo do LASSBIio-1611 em traqueia de cobaia com IPAC, sem epitélio,
hipotetizou-se que o proximo passo da via, a PKG, poderia também ser alvo desse
derivado. Para comprovar ou descartar essa hipotese, foram realizados
experimentos utilizando o Rp-8-Br-PET-cGMPS, um inibidor de PKG (LI et al., 2001).
Os resultados demonstraram que a poténcia relaxante do LASSBIio-1611 foi
atenuada em cerca de 195 vezes na presenca desse inibidor (Figura 30 e

Grafico 19). Sendo assim, infere-se que, em nivel funcional, esse LASSBIo ativaria a
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PKG, ainda que indiretamente, para assim, relaxar a tragueia de cobaia com IPAC,
na auséncia de epitélio.

No entanto, pelo estudo do docking molecular, essa ativacdo pode ser
diretamente pelo LASSBIio-1611, pois a entalpia de formacdo com a PKG foi menor
em 12,5 kcal/mol do que aquela observada quando se usou o ligante cGMP, o que
promoveria uma maior estabilidade do complexo LASSBIi0-1611-PKG,
consequentemente, a ativacdo da proteina cinase (Figura 38).

Analisando o efeito relaxante do LASSBIi0-1611 sobre a via NOS/sGC/PKG,
observou-se que sua poténcia foi atenuada na presenca dos inibidores de NOS, de
sGC e de PKG com a mesma magnitude, assim como ao aumentar a oferta de
substrato para a NOS com L-arginina, constatou-se a reversdo da inibicdo do
L-NAME sobre o efeito relaxante do LASSBio (Tabela 14). Esses resultados séo
sugestivos de que o LASSBI0-1611 estaria, majoritariamente, ativando a NOS e,
como ja relatado anteriormente, essa enzima quando ativada, produz NO, que por
sua vez, ativa a sGC, aumentando os niveis de cGMP e ativando a PKG que
fosforila diversos alvos para promover relaxamento do musculo liso das vias aéreas.

Ha poucos estudos na literatura em relagdo ao efeito de derivados
sulfonamidicos sobre a via de sinalizagdo do NO. Em revisdo, Carradori et al. (2015)
chamaram a atenc¢édo para derivados sulfonamidicos com potencial doador de NO e
inibicdo da anidrase carbdnica como uma abordagem farmacoldgica dupla para
tratar glaucoma, cancer e osteoporose. Assim como derivados sulfonamidicos com
propriedades doadoras de NO, também ja foram relatados por possuirem atividades
analgésicas e anti-inflamatérias e um derivado arilsulfonamida, o LASSBIi0-596, que
teve seu efeito gastroprotetor reduzido na presenca de L-NAME e 1400W, inibidores
nao seletivo da NOS e seletivo da iINOS, respectivamente (DOS SANTOS et al.,
2010; SOUSA, 2018).

As concentracfes de nucleotidios ciclicos sédo reguladas pelas PDEs, uma
classe de enzimas que, dependendo da especificidade do substrato, hidrolisa cCAMP,
cGMP ou ambos os nucleotidios (KODIMUTHALI; JABARIS; PAL, 2008; FRANCIS;
BLOUNT; CORBIN, 2011). Com base nisso e em dados da literatura, relata-se que a
poténcia relaxante de substéncias com a capacidade de aumentar a concentracao
intracelular desses segundos mensageiros, geralmente, € aumentada com a inibicéo
das PDEs em musculo liso. E o caso dos derivados sulfonilidrazénicos,
LASSBIi0s-1846 e -1847 em traqueia de cobaia (MARTINS, 2016).
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Nas vias aéreas, além da PDE4, também é relatada a presenca das PDEs 1,
3,5 e 7, sendo a PDES5 a unica responséavel por hidrolisar cGMP, além de exercer
um papel central no controle da regulacdo do ténus do musculo liso pelo NO, pelo
peptidio natriurético atrial e por outros vasodilatadores endogenos (HALPIN, 2008).
Em um modelo pulmonar, o relaxamento induzido por NO nas vias aéreas foi
aumentado por inibidores seletivos de PDE5, bem como o relaxamento de doadores
de NO tiveram suas poténcias aumentadas na presenca da sildenafila em traqueia
de rato (LUGNIER, 2006; PEREZ-ZOGHBI; BAI; SANDERSON, 2010; SOUSA et al.,
2011; MOKRY et al., 2018).

Uma vez demonstrado a agdo do LASSBIio-1611 sobre a via NOS/sGC/PKG e
sabendo-se gque a ativacdo dessa via leva ao aumento de cGMP, decidiu-se avaliar
se esse nucleotidio seria aumentado pelo LASSBio. Uma maneira de verificar isso
indiretamente, em nivel funcional, € utilizando um inibidor de PDE5 como a
sildenafila (LUGNIER, 2006; RODRIGUEZ-RAMOS; GONZALEZ-ANDRADE;
NAVARRETE, 2011). Para tanto, realizou-se um experimento em que O
LASSBIio-1611 era pré-incubado, posteriormente, a traqueia era contraida e sobre o
componente tbnico da contracdo, a sildenafila era adicionada de maneira
cumulativa. Se a hipotese fosse verdadeira, esperaria-se uma potencializacdo do
efeito relaxante desse inibidor seletivo de PDE5 na presenga do LASSBio-1611. De
fato, observou-se que a poténcia relaxante da sildenafila foi aumentada em
aproximadamente 2,8 vezes (Figura 31 e Grafico 20), indicando que esse derivado
estaria inibindo a PDED5, no entanto, pela baixa potencializacdo apresentada, esse
nao seria 0 seu mecanismo de acgao principal para relaxar a traqueia de cobaia com
IPAC, sem epitélio.

Essa baixa potencializacdo € corroborada pela interacdo observada no
docking molecular, onde a entalpia do complexo LASSBIio-1611-PDE5 foi
10,53 kcal/mol maior do que a entalpia da sildenafila-PDE5, sugerindo uma menor
estabilidade, levando a uma baixa inibicdo da PDE5 pelo LASSBio-1611 como
observado in vitro nos experimentos funcionais (Figura 39). No entanto, ndo se
descarta a hipdtese de que o LASSBIio ativaria a via do NO e uma vez que, a
sildenafila inibe a PDE5, o efeito relaxante da mesma seria potencializada na
presenca do LASSBio-1611.

Diante dos achados e se evidenciando que a participacdo da PDE5 nédo € o

mecanismo majoritario para aumentar cGMP, infere-se que o efeito relaxante do
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LASSBIio-1611 em traqueia até aqui €, principalmente, por ativacdo da via
NOS/sGC/PKG e que, essa via uma vez ativada, possibilita a fosforilagdo de
diversos alvos pela PKG, entre eles, a ativacdo dos canais de K* e a inibicdo dos
Cay. Os canais de K' quando ativados, permitem a hiperpolarizacdo da membrana
plasmética e, consequentemente, o bloqueio indireto dos Cay, favorecendo o
relaxamento do musculo liso. Nas vias aéreas, o principal canal de K™ é o BKc,, que
além de ser ativado pela PKG, também pode ser ativado diretamente pelo NO
(REMBOLD, 1992; 1996; HALL, 2000; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005;
ANTOSOVA et al., 2017).

Diversos estudos evidenciaram a importancia no aumento da atividade de
distintos canais de K" para promover o relaxamento do musculo liso de traqueia,
tanto em nivel funcional como eletrofisiolégico, entre eles pode-se citar: Ky, Katp €
SKca em traqueia de cobaia (SHIKADA; TANAKA, 1995; MARTINS et al., 2013;
MACEDO et al., 2015) e BKc, em traqueia de cdo (WADE; SIMS, 1993), de porco
(KUME et al.,, 1994; KANNAN; JOHNSON, 1995; YAMAKAGE; HIRSHMAN;
CROXTON, 1996) e de cobaia (HIRAMATSU et al., 1994; RIBEIRO, 2007; MARTINS
et al., 2013).

A ativacdo dos canais de K* culmina com inativacdo dos Cay, um mecanismo
adicional a fosforilacdo pela PKG. O influxo de calcio nas vias aéreas pode ocorrer
por dois tipos de canais: 1) os Cay, que sdo, principalmente, ativados pela
despolarizacdo de membrana em resposta a altas [K']e e, em contraste, s&o
parcialmente envolvidos no influxo de Ca®" ativado por GPCRs; 2) os canais de
calcio operados por receptor (ROCs), que sado ativados por substancias como a
ACh, a histamina, as prostaglandinas e os leucotrienos, aumentando o influxo de
Ca’" e liberando mais Ca®* do RS por meio da producdo de IP; (KIRKPATRICK;
JENKINSON; CAMERON, 1975; CUTHBERT et al., 1994; YAMAKAGE et al., 2001,
EVANGELISTA et al., 2007; PEREZ-ZOGHBI et al., 2009; KUME, 2015).

Com o intuito de investigar se os canais de K* e/ou de Ca?' estariam
envolvidos no mecanismo de acdo relaxante do LASSBIio-1611, utilizou-se um
protocolo em que a contracdo em traqueia de cobaia com IPAC, sem epitélio, era
induzida por uma solucéo isomolar com moderadas (KCl 18 mM) e elevadas (KClI
60 mM) [K']e. Esse protocolo se baseia nas propriedades eletroquimicas da
membrana celular e um aumento moderado na [K']e reduz o efluxo desse ion,

promovendo uma pequena despolarizacdo membranar e abrindo Cay. Entretanto, se
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elevar essa [K']e para 60 mM, a despolarizacéo tera grande magnitude e abrird uma
quantidade maior de Cay. E relatado que substancias que s&o mais potentes em
relaxar o musculo liso contraido por moderadas [K']e sdo mais eficientes em ativar
canais de K'. No entanto, as substancias que se mostrarem mais potentes em
relaxar o musculo liso contraido por elevadas [K']e ou aquelas equipotentes, tanto
para KCI 18 como para 60 mM, sdo mais eficientes em bloquear Cay (RAEBURN;
GIEMBYCZ, 1995; MACEDO et al., 2015).

Os resultados demonstraram que o efeito relaxante do LASSBIio-1611 foi
equipotente, tanto quando a traqueia foi pré-contraida com moderadas como com
elevadas [K']e, indicando que um provavel mecanismo desse LASSBio é por
bloqueio do influxo de calcio (Figura 32 e Grafico 21). Esse bloqueio pode ser por
meio dos Cay ou dos ROCs, uma vez que, ao comparar-se as poténcias do
LASSBIio-1611 em traqueia pré-contraida com 10° M de CCh (pCEsp = 7,70 + 0,13)
e com 60mM de KCI (pCEsp=6,07 + 0,18), observou-se que o derivado
sulfonamidico foi mais potente em relaxar a tragueia quando contraida com CCh.

Os Cay sao classificados em trés familias: Cay1 ou Cay-L, Cay2 ou Cay-P/Q,
N e R e Cay3 ou Cay-T. As duas primeiras familias sdo ativadas por alta voltagem,
enquanto a do Cay3 € sensivel a baixa voltagem e quanto a sensibilidade a
substancias, as duas ultimas familias se mostram insensiveis a di-hidropiridinas,
diferentemente da familia do Cayl que é sensivel a essa classe de substancias
(ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011; CATTERALL, 2011; ALEXANDER et al.,
2017). Em masculo liso, o Cayl € o principal, e muitas vezes o Unico, tipo de canal
de Ca®" expresso e envolvido no acoplamento excitagéo-contracdo (THORNELOE;
NELSON, 2005; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005), sendo alvo de bloqueadores
usados na terapéutica como o nifedipino e o verapamil (WATERMAN, 2000). Em
traqueia de cobaia foram identificados os subtipos Cay1.2 e 1.3 (REYES-GARCIA et
al., 2016).

Com o intuito de confirmar se o LASSBIio-1611 estaria ou ndo bloqueando o
influxo de calcio através dos Cay em tragueia de cobaia com IPAC, sem epitélio,
foram realizadas curvas concentragdes-resposta cumulativas ao CaCl, em meio
despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem calcio, na auséncia e na presenca
de diferentes concentragbes do derivado. Este protocolo se baseia no fato de que a

contracdo ocorrera, quase que exclusivamente, pelo Ca?* proveniente do meio
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extracelular, jA que a despolarizacdo promovida pelo aumento da [K']e induz a
abertura dos Cay (REMBOLD, 1996).

O fato da curva-controle ao CacCl, ter sido deslocada para a direita de maneira
nao paralela, com reducdo do En.x € da poténcia contratii na presenca do
LASSBIi0-1611 (Figura 33, Grafico 22 e Tabela 15) é sugestivo de que 0 mesmo
esteja agindo por bloqueio do influxo de célcio através dos Cay para exercer seu
efeito relaxante em traqueia de cobaia com IPAC. No entanto, o efeito contratil ao
CaCl, nao foi abolido na presenca do LASSBIi0-1611, sendo o Enax atingido na
concentracéo de 3 x 10™ M, isso pode ser indicativo de um efeito indireto ou de que
além dos Cav, o LASSBIio-1611 poderia estar bloqgueando o influxo de célcio por
outra via, a exemplo dos ROCs.

No docking molecular, observou-se que a interagcdo do LASSBIio0-1611 com o
sitio ativo do Cayl.2 gerou uma entalpia 6,92 kcal/mol menor do que aquela
observada para a interacdo nifedipino-Cayl.2, sugerindo que o LASSBio bloqueia
esse canal de calcio (Figura 40).

Além dos alvos citados anteriormente que podem ser modulados
positivamente a partir da ativacdo da NOS, ha relatos que as vias NOS e COX estéo
interligadas e que a ativagdo de uma via pode aumentar a atividade da outra. As
COXs (COX-1 e COX-2) sdo enzimas da rota metabdlica do AA que geram as
prostaglandinas derivadas da membrana nuclear e plasmética e estdo presentes em
células estruturais e imunes das vias aéreas. Além disso, COX-2, que tem um alto
potencial inflamatério, tem sua expressao induzivel em macréfagos, mastécitos,
eosindfilos, fibroblastos, células endoteliais, epiteliais e musculares lisas das vias
aéreas. Desde a década de 1960 que ha relatos do papel das PGs em doencas
alérgicas, a partir da observagdo de que PGE; e PGF,, sdo liberados durante
anafilaxia em pulmd@es de cobaia e que essa producao pode ser inibida pelo AAS e
pela indometacina. De fato, esses dois mediadores lipidicos juntamente com a
PGD,, a PGIl, e TxA; quando liberados nas vias aéreas implicam em diversas
respostas que podem levar a broncoconstricdo ou a broncodilatagéo, agravando ou
melhorando o quadro asméatico (PETERS-GOLDEN, 2002; TILLEY et al., 2003;
CLAAR; HARTERT; PEEBLES, 2015; MAHER et al., 2015).

Sabendo-se que as COXs sédo importantes enzimas envolvidas na liberacdo
de mediadores que agravam ou melhoram a hiper-responsividade das vias aéreas

na asma, decidiu-se investigar o papel dessas enzimas no relaxamento induzido
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pelo LASSBIio-1611 em traqueia de cobaia com IPAC, sem epitélio. Para tanto,
utilizou-se a indometacina, um inibidor néo seletivo das COXs (Adaptado de CHOU,
CHEN; LIN-SHIAU, 1996), observando-se que a poténcia relaxante desse LASSBIio
foi reduzida em, aproximadamente, 813 vezes e 0 Enax foi atingido na concentracéo
de 3 x 10™ M, enquanto que no controle essa concentracdo foi de 10° M (Figura 34,
Gréfico 23 e Tabela 16). Também se observou que esse desvio para a direita da
curva na presenca da indometacina foi maior em, aproximadamente, 4,8 vezes do
gue a curva na presenca do L-NAME, um inibidor de NOS (Tabela 16).

Esses dados nos levam a sugerir que o LASSBIio-1611 pode estar modulando
positivamente as COXs para exercer seu efeito relaxante em traqueia de cobaia com
IPAC, sem epitélio. Dessa maneira, aumentando a biossintese de mediadores
relaxantes nas vias aéreas, a exemplo da PGE; e da PGl,, entretanto, mais estudos
serdo necessarios para elucidar essa atividade do LASSBio sobre as COXs.

O estudo do docking molecular revelou que as interagcbes entre o
LASSBIio-1611 e a COX-2 sao por ligacdo de hidrogénio e por interacdes estéricas e
gue a entalpia de formacgédo do complexo se mostrou menor em 5,31 kcal/mol do que
a interacdo entre o inibidor etoricoxibe e a enzima. Esse dado poderia sugerir que o
LASSBIo seria um inibidor de COX, no entanto, alguns aminoacidos para a interacéo
ao etoricoxibe foram distintos, o que explicaria a diferenca de agéo (Figura 41).

Todavia, a interacdo entre as vias NOS e COXs é possivel, uma vez que
diversos estudos relatam essa interligacdo, no entanto, esse mecanismo parece nao
estar bem esclarecido. Ha relatos do possivel mecanismo de ativagdo da COX-2
num processo inflamatério, ser mediado diretamente ou indiretamente pelo ONOO™
formado a partir do aumento da producdo de NO pela INOS (NEEDLEMAN;
MANNING, 1999). Salvemini et al. (1993) ja evidenciavam que o NO exercia um
papel crucial para a liberacdo de PGE, por ativacdo direta de COX em cultura
primaria de macrofagos. Assim como foi evidenciado que em pulmé&o de rato, o
aumento ou a diminuicdo de NO, aumenta ou diminui, respectivamente, a geragéo
de 6-ceto-PGF;, analogo da PGF,,; em musculo liso de aorta, a liberacdo de PGE,
por IL-13 € mediada, em parte pela ativagdo de COX-2 por NO; em células
endoteliais humanas o aumento de NO aumenta significativamente os niveis de
PGs; em pulmdes de ratos tratados com lipopolissacaridio, observou-se o aumento
tanto de NO como de PGs, a exemplo da PGI, que tem sua liberagdo aumentada por

L-arginina, ao mesmo tempo em que € diminuida por inibidores de NOS e em
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pulmdes de ratos tratados com endotoxina, a inibicdo de NOS foi acompanhada de
liberacdo diminuida de PGI, (SAUTEBIN; ROSA, 1994; DI ROSA et al.,, 1996;
VASSALLE et al., 2003; CUZZOCREA; SALVEMINI, 2007).

Seguindo a hipotese de que NO ativa COX, Nieri et al. (2006) avaliaram a
expressao de COX, bem como a interligacdo entre as NOS e as COXs em traqueia
de cobaia normal e sensibilizado com OVA. Eles comprovaram a expressao de
COX-1, apenas em epitélio, enquanto que a COX-2 esta presente em epitélio,
lamina propria, condrécitos e musculo liso de traqueia, tanto em animal normal como
sensibilizado. Além disso, esses autores também sugerem que ha uma interacdo
entre COX-1/NOS/COX-2, uma vez que se observou que ocorre ativagdo da COX-2
e isso é devido a inibicdo da NOS pela COX-1 no epitélio de traqueia cobaia normal.
No modelo sensibilizado ndo ocorre essa interacdo (COX-1/NOS/COX-2) devido ao
dano epitelial, no entanto, ha uma superexpressdo de COX-2 no musculo liso,
liberando, majoritariamente, PGl,.

Diante dessa possibilidade, hipotetizou-se a interligacdo dessas vias no
mecanismo de acdo do LASSBio-1611. Para confirmar ou descartar essa hipotese,
utilizou-se, simultaneamente, ambos os inibidores n&o seletivos de NOS e de COX.
Se 0 LASSBI0-1611 estivesse ativando tanto a NOS como a COX se esperava que
na presencga dos dois inibidores, a poténcia do LASSBIio fosse ainda menor do que
aguelas observadas na presenca dos inibidores em experimentos isolados, uma vez
gue ambas as enzimas estariam inibidas. Entretanto, ndo foi 0 que aconteceu, a
curva concentracao-resposta foi sobreposta tanto a curva na presenca, apenas da
indometacina como, apenas do L-NAME (Figura 34, Gréafico 23 e Tabela 16),
sugerindo que o LASSBI0-1611 estaria ativando as duas enzimas, ndo se
descartando a possibilidade de haver uma interacdo entre a NOS e a COX nesse
modelo analisado. Estudos moleculares serdo necessarios para se confirmar ou
descartar essa possibilidade.

Adicionalmente, parametros como, dissolucéo, solubilidade e permeabilidade
ao SNC podem ser preditos in silico. A finalidade desse estudo tedrico foi avaliar se
0 LASSBIi0-1611 possui caracteristicas essenciais para que possa ser considerado
como possivel farmaco antiasmatico e, assim, evitar gastos desnecessarios durante
0 processo de pesquisa e/ou desenvolvimento (AFONSO, 2008).

Com relagéo as propriedades fisico-quimicas do LASSBio-1611, observou-se

massa molecular de 371,45 g/mol e alta lipofilicidade, calculada pelo logP. Ambos os
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parametros se encontram em concordancia com a regra de Lipinski, conhecida como
regra dos cinco, que prediz que substancias com boa biodisponibilidade oral e
sujeitas a absorcdo por difusdo passiva devam possuir: a) peso molecular
<500 kDa; b) logP < 5; ¢) niumero de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio
(HBA) < 10; d) numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBD) < 5 (LIPINSKI
et al., 1997). Considerando, que sulfonamidas n&o alquiladas possuem hidrogénio
acido ligado ao nitrogénio vizinho ao grupo sulfona (R;SO,NHR), permitindo a
possibilidade de equilibrio entre espécies ionizadas e néo ionizadas dependente de
pH, foram calculados o pKa do grupo sulfonamida e o logD em pH 4,6 e 7,4,
mimetizando o pH do duodeno e do plasma, respectivamente. Os resultados
evidenciaram que o LASSBIio-1611 € um acido fraco, com lipofilicidade adequada a
permeacao e insolivel em agua (Tabela 17).

Além disso, o célculo in silico das propriedades ADMET do LASSBio-1611
demonstrou predicdo de alta permeacao pelo ensaio de Caco-2, corroborando os
bons valores de logP e de logD, bem como elevada ligacdo as proteinas
plasmaticas, devido a alta lipofilicidade do composto, baixo volume de distribuicdo e
moderada biodisponibilidade oral. Além disso, considerando, que um dos efeitos
colaterais associados ao tratamento aos inibidores de PDE4 é a émese, por inibicdo
de suas isoformas presentes no SNC, prop0s predizer a capacidade do
LASSBIio-1611 atravessar a barreira hematoencefalica. Os resultados, expressos em
valores de escore, permitem observar que o LASSBIio-1611 seria fraco penetrante
do SNC (escore = > -3,5 e < -3,0) (Tabela 18).

Com relacao ao potencial mutagénico e cardiotdxico, segunda principal causa
de toxicidade de moléculas candidatas a farmacos, o LASSBIi0-1611 foi predito como
ndo mutagénico pelo ensaio de AMES in silico. Entretanto, o Programa
ACD/Percepta néo foi capaz de predizer a capacidade do LASSBio-1611 em inibir os
canais hERG (escore > 0,33 e < 0,67 = indefinido), ndo determinando o potencial
cardiotdxico, bem como nao foi possivel prever se o derivado seria metabolicamente
(HLM) estavel (escore < 0,33) ou instavel (escore > 0,67) (Tabela 18).

E notavel a importancia de estudos envolvendo o musculo liso de traqueia em
um modelo de IPAC, uma vez que esse modelo mimetiza um quadro asmatico, na
tentativa de se conhecer melhor a fisiopatologia dessa doenca, bem como em busca
da descoberta de novos farmacos para o seu tratamento. Em sendo a asma uma

doenca crbnica multifatorial, o LASSBio-1611 desponta como uma molécula, cujos
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estudos devem ser aprofundados, visto que, demonstra-se, pela primeira vez, seu
mecanismo de acdo como sendo multialvo em traqueia de cobaia com IPAC, sem
epitélio (Figura 42). O mecanismo de acao multialvo €, atualmente, uma aposta dos
Quimicos Medicinais para se tratar doencas crbnicas multifatoriais e esses
resultados evidenciam que compostos sulfonamidicos, com substituinte naftila ligado
a funcdo sulfonamida, podem ser uma alternativa promissora para o tratamento de

tais doencas, a exemplo da asma.

Figura 42 — Proposta de mecanismo de acdo relaxante para o LASSBio-1611 em traqueia
isolada de cobaia com IPAC, na auséncia de epitélio funcional.
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O LASSBI0-1611 modula positivamente direta (setas vermelhas cheias) ou indiretamente
(setas vermelhas pontilhadas) as vias NOS/sCG/PKG e COXs, essa Ultima aumenta a
formacdo de prostanoides relaxantes como a PGl,. Além disso o LASSBio-1611 modula
negativamente, com uma menor poténcia, a PDES5 (linhas azuis pontilhadas) e bloqueia o
influxo de calcio através dos Cay, seja direta (linhas verdes pontilhadas) ou indiretamente via
PKG. Esses eventos intracelulares culminariam com a diminuigdo da concentracao citosélica
de célcio, promovendo o relaxamento do musculo liso em traqueia de cobaia com IPAC, na
auséncia de epitélio. NOS = sintase do Oxido nitrico; NO = 6xido nitrico; sGC = ciclase de
guanilil soluvel; PDES5 = fosfodiesterase do tipo 5; PKG =proteina cinase G;
COX = ciclo-oxigenase; PGl, = prostaglandina |,; Cay =canal de calcio dependente de
voltagem; [Ca?']. = concentrac&o citosdlica de célcio.

Fonte: Silva, 2019.
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7 Conclusobes

Na investigacao do efeito relaxante do LASSBIi0-448 e de seus 12 derivados
sulfonamidicos em traqueia de cobaia controle e com IPAC, na presenca e na
auséncia de epitélio funcional, pode-se concluir que:

e O prototipo, LASSBIi0-448, relaxa a traqueia isolada de cobaia com
IPAC, e todos os seus derivados relaxam esse 6rgdo tanto na condi¢cédo
controle como na de IPAC,;

e O LASSBI0-1611 foi mais potente que todos os derivados testados, na
auséncia de epitélio nos dois grupos avaliados e isso pode ser devido a
alta lipofilicidade do substituinte 1-naftila ligado a funcdo sulfonamida,
aumentando a permeabilidade celular da molécula.

Na caracterizacdo do mecanismo de acdo relaxante do LASSBIio-1611 em
tragqueia de cobaia com IPAC, sem epitélio, e com base no estudo de docking
molecular, propfe-se que este derivado se apresenta como uma molécula multialvo
por modular:

e Positivamente a NOS, que aumentaria os niveis de NO, ativando a
sGC e, posteriormente, a PKG; bem como a COX, podendo ser por
ativacdo direta ou via formacdo de NO, gque levaria ao aumento de
prostanoides relaxantes com a PGly;

¢ Negativamente a PDE5 e o influxo de célcio através dos Cay, podendo
ser direta ou indiretamente pela PKG, o que levaria a diminuicdo da
[Ca®*]. e, dessa maneira, promovendo o relaxamento do musculo liso.

Na avaliagdo dos parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos, in silico,
observou-se que o LASSBIio-1611 obedece a regra de Lipinski, assim como
apresenta caracteristicas farmacocinéticas essenciais para um bom candidato a

medicamento para o tratamento da asma.
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APENDICE A - Valores de E,., € de pCEs, dos LASSBio0s-448, -1631, -1630, -1612, -1610,
-1628, -1623, -1622, -1722, -1629, -1625, -1613 e -1611 em traqueia isolada de cobaia do
grupo controle pré-contraida com 10° M de CCh, na presenca e na auséncia de epitélio
funcional.

GC
LASSBios E+ | E-
Emax %) | PCEss | Emx (%) | pCEso

-448° 100 4,53 +0,12 100 4,36 + 0,08
-1631 98,2 + 11,7 4,30 £ 0,10 100,7 + 10,2 4,63 + 0,09
-1630 111,7 + 6,2 4,82 + 0,24 130,5+ 9,3 4,60 + 0,14
-1612 1109+ 7,1 5,28 + 0,07 94,3+ 4,6 4,44 + 0,18
-1610 124,3+7,0 4,97 + 0,07 105,1 + 10,0 5,33+ 0,10°
-1628 104,9+1,3 5,60 + 0,16" 135,6 + 7,4% 5,85+ 0,18°
-1623 103,4 + 4,8 5,76 + 0,25" 113,7+ 3,6 6,10 + 0,25°
-1622 147,2 + 16,1* 3,90 + 0,005 130,6 + 7,8 4,04+ 0,14
1722 125,7 + 6,7 4,26 + 0,05 116,4 + 6,2 4,45 + 0,04
-1629 111,7 + 10,7 4,32 + 0,13 116,0 + 8,0 4,39 + 0,20
-1625 120,0+9,1 5,40 + 0,16" 107,4+ 1,5 5,92 +0,16°
-1613 102,2 + 8,2 6,49 + 0,20% 99,2+ 6,9 6,32 +0,18°
-1611 108,6 + 5,6 6,78 + 0,22 115,7 + 3,6 7,50 + 0,18%

ANOVA one-way seguida do pés-teste de Tukey, [E+ *p < 0,05 (LASSBi0o-1622 vs.
LASSBi0-448); “p < 0,05 (LASSBIio0s-1628, -1623, -1625, -1613, e -1611 vs. LASSBi0-448);
%0 < 0,05 (LASSBIio-1611 vs. LASSBios-1631, -1630, -1612, -1610, -1628, -1623, -1622,
-1722, -1629 e -1625)] e [E- % < 0,05 (LASSBio-1628 vs. LASSBio-448); *p < 0,05
(LASSBios-1610, -1628, -1623, -1625, -1613, e -1611 vs. LASSBio-448); /p<0,05
(LASSBI0-1611 vs. LASSBIos-1631, -1630, -1612, -1610, -1628, -1623, -1622, -1722, -1629,
-1625 e -1613)], n=3-5. GC=grupo controle; E+ =presenca de epitélio funcional;
E-) = auséncia de epitélio funcional. ®Os resultados do LASSBio-448 foram obtidos por
Martins (2016) em seu trabalho de tese.

Fonte: Silva, 2019.
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APENDICE B - Valores de E.x € de pCEs, dos LASSBios-448, -1631, -1630, -1612, -1610,
-1628, -1623, -1622, -1722, -1629, -1625, -1613 e -1611 em traqueia isolada de cobaia do
grupo IPAC pré-contraida com 10° M de CCh, na presenca e na auséncia de epitélio
funcional.

GIPAC
LASSBios E+ | E-
Emax (%) I pCESO I Emax (%) I pCESO

-448 119,0+8,1 4,98 +0,17* 119,9 + 9,3 4,94 + 0,14"
-1631 102,7 + 17,5 4,16 +0,11 115,9 + 11,4 3,99 + 0,06
-1630 113,7 + 12,6 4,79+ 0,06 127,0 + 11,9 4,37 +0,14
-1612 123,8+8,3 4,79 + 0,19 108,3 £ 3,2 4,96 + 0,08
-1610 108,7 + 11,8 5,08 + 0,21 98,3+ 4,1 5,12+ 0,18
-1628 1170+ 7,4 5,22+ 0,21 108,3 5,7 6,02 + 0,21°
-1623 128,3+ 4,8 5,15+ 0,16 112,9 + 6,6 6,78 + 0,07°
-1622 104,0 + 7,0 4,15+ 0,09 114,5+12,9 4,07 + 0,09
-1722 125,3+9,7 4,72+0,08 143,6 + 15,6 4,69 % 0,07
-1629 99,2 + 10,0 4,25+0,16 121,2 + 4,2 5,29 + 0,16
-1625 107,4%5,2 6,63 + 0,24" 116,3 7,0 5,32+ 0,13
-1613 107,3% 7,7 5,99 + 0,13 118,9+6,1 6,23 + 0,29°
-1611 112,6+11,4  6,61+0,17" 118,3+8,2 7,70 £ 0,13%

ANOVA one-way seguida do pés-teste de Tukey, [E+ *p < 0,05 (LASSBio-448 vs.
LASSBios-1631); “p < 0,05 (LASSBios-1625, -1613 e -1611 vs. LASSBIi0-448); “p < 0,05
(LASSBIios-1625 e -1611 vs. LASSBios-1631, -1630, -1612, -1610, -1628, -1623, -1622,
-1722 e -1629)] e [E- p < 0,05 (LASSBio-448 vs. LASSBios-1631 e -1622); *p < 0,05
(LASSBIios-1628, -1623, -1613 e -1611 vs. LASSBIi0s-448); ’p < 0,05 (LASSBio-1611 vs.
LASSBios-1631, -1630, -1612, -1610, -1628, -1623, -1622, -1722, -1629, -1625 e -1613)],
n=3-5. GIPAC =grupo com inflamacdo pulmonar alérgica crbnica; E+ = presenca de
epitélio funcional; E— = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Silva, 2019.
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ANEXO A — Copia da certiddo de aprovacéo do Projeto junto & Comissdo de Etica no Uso
de Animal.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAL (CEUA)

CERTIDAO

Jodo Pessoa, 11 de Junho de 2015.
CEUA n2 018/2015.

limo(a): Profa. Dra. Bagnélia Aratjo da Silva
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — CCS — UFPB

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba em sua
reunido ordinaria de 30/04/2015 analisou e APROVOU a execugdo do projeto
ESTABELECIMENTO DE UMA POSSIVEL RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE
RELAXANTE DE DERIVADOS DO LASSBIO-448, UM ANALOGO DO ROLIPRAM, EM
TRAQUEIA ISOLADA DE COBAIA NAO ASMATICO E ASMATICO.

Com previsdo de empregar 180 cobaias (Cavia porcellus).
Animais do Biotério do Prof. Thomas George.

Para serem utilizados no periodo de 11/06/2015 a 31/12/2019.

Atenciosamente,

Profa. Dra. Islania Giselia Albuquerque Gongalves
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB

Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA
Universidade Federal da Paraiba

www.ufpb.br/ceua/ - ceua@ufpb.br
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Asthma is a heterogeneous disease of the airways characterized by chronic
inflammation associated with bronchial and smooth muscle hyperresponsiveness.
Currently, different murine models for the study of asthma show poor bronchial
hyperresponsiveness due to a scarcity of smooth muscle and large airways, resulting
in a failure to reproduce smooth muscle hyperreactivity. Thus, we aimed to standardize
a guinea pig model of chronic allergic lung inflammation mimicking airway smooth
muscle hyperreactivity observed in asthmatics (Asth). Animals were randomly divided
into a control group (Ctrl), which received saline (0.9% NaCl), and the Asth group,
subjected to in vivo sensitization with ovalbumin (OVA) nebulization. Morphological
analysis was performed by hematoxylin-eosin staining. Bronchial hyperresponsiveness
was evaluated by nebulization time in the fifth, sixth, and seventh inhalations (NT5-
7) and tracheal isometric contractions were assessed by force transducer. Total
antioxidant capacity was measured by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method
and protein expression by Western blot. Histologically, the Asth group developed
peribronchial cellular infiltrate, epithelial hyperplasia and smooth muscle thickening.
After the fourth nebulization, the Asth group developed bronchial hyperreactivity. The
trachea from the Asth group contracted after in vitro stimulation with OVA, differing
from the Ctrl group, which showed no response. Additionally, airway smooth muscle

Frontiers in Phammacology | www. frontiersin,org 1
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Studies have shown that supplementation with Spirulina platensis improves vascular
reactivity. However, it is unclear whether in association with strength training this effect
can be enhanced. Thus, this study aimed to determine the effects of strength training and
S. platensis on the reactivity of the aorta from Wistar rat and the possible mechanisms
involved. The animals were supplemented with S. platensis and divided into sedentary
(SG, SG50, SG150, and SG500) and trained groups (TG, TG50, TG150, and TGS500).
Nitrite, malondialdehyde (MDA) and antioxidant activity were determined by biochemical
assays. To evaluate vascular response, cumulative concentration—response curves to
phenylephrine (PHE) and acetylcholine (ACh) were constructed. L-NAME was used to
assess the participation of nitric oxide (NO). It was observed that the PHE contractile
potency was reduced in TG50, TG150, and TG500 groups compared to SG50, SG150,
and SG500 groups, respectively. However, the presence of L-NAME increased the
contractile response in all groups. Strength training potentiated the increase in relaxing
activity induced by S. platensis, where the pCEsg values of ACh increased in TG150
and TG500. These responses were accompanied by increased nitrite production, MDA
reduction and increased antioxidant activity in the aorta of both TG150 and TG500
groups. Thus, the present study demonstrated that combined with strength training, S.
platensis potentiates vascular improvement through the participation of NO and reduction
of oxidative stress.

Keywords: Spirulina platensis, exercise, vasorelaxation, tioxidant activity
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Flavonoid galetin 3,6-dimethyl ether attenuates guinea pig ileum
contraction through K* channel activation and decrease in cytosolic
calcium concentration
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Chemical compounds studied in this article:
Galetin-3 6-dimethyl ether (PubChem CID:
5352032)

calcium chloride (PubChem CID: 6093260)
potassium chloride (PubChem CID: 4873)
histamine (PubChem CID: 774)

carbachol (PubChem CID: 5831)

apamin (PubChem CID: 16218850)
glibenclamide (PubChem CID: 3488)
cesium chloride (PubChem CID: 24293)
S-{ — »-Bay K8644 (PubChem CID: 2303)
tetraethylammonium chloride (CID: 5413)
verapamil (PubChem CID: 62969)

and 4-aminopyridine (PubChem 4-AP) (CID:

1727).

Flavonoid galetin 3,6-dimethyl ether (FGAL) has been isolated from the aerial parts of Piptadenia stipu-
laceae and has shown a spasmolytic effect in guinea pig ileum. Thus, we aimed to characterize its re-
laxant mechanism of action. FGAL exhibited a higher relaxant effect on ileum pre-contracted by hista-
mine (ECsp=19+04x10"7M) than by KCl (EC5=26+05x10"°M) or carbachol
(ECso=1.8 4 0.4 x 10~ % M). The flavonoid inhibited the cumulative contractions to histamine, as well as
to CaCl in depolarizing medium nominally Ca®* -free. The flavonoid relaxed the ileum pre-contracted by
S-(-)-Bay K8644 (EC50=9.5 + 1.9 x 10 ®M) but less potently pre-contracted by KCI or histamine. CsCl
attenuated the relaxant effect of FGAL (ECs=1.1 + 0.3 x 10~ ® M), but apamin or tetracthylammonium
(1 mM) had no effect (ECs=2.6+02x 107 and 1.6 +0.3 x 10~ 7 M, respectively), ruling out the in-
volvement of small and big conductance Ca® * -activated K* channels (SKc, and BKc,, respectively). Either
4-aminopyridine or glibenclamide attenuated the relaxant effect of FGAL (ECsp=1.8 4+ 0.2 x 10~° and
1.5 4 0.5 x 10~ % M, respectively), indicating the involvement of voltage- and ATP-sensitive K* channels
(Ky and Kxqp. respectively). FGAL did not alter the viability of intestinal myocytes in the MTT assay and
decreased (88%) Fluo-4 fluorescence, indicating a decrease in cytosolic Ca** concentration. Therefore,
the relaxant mechanism of FGAL involves pseudo-irreversible noncompetitive antagonism of histami-
nergic receptors, Ky and Kayp activation and blockade of Cayl, thus leading to a reduction in cytosolic
Ca** levels.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

and Cragg, 2012). Accordingly, plant derivatives are of scientific
importance because they have contributed to many advances in

Natural products have historically played an important role in
the processes of drug discovery and development, including a key
part in pharmacological research and health protection (Newman

* Correspondence to: Universidade Federal da Paraiba. Cidade Universitiria, PO
Box: 5009, 58051-970 Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil.
E-mail address: {abianacavalcante@itLufpb.br (Fd.A. Cavalcante).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2015.10.007
0014-2999/¢ 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

science and industry (McChesney et al., 2007).

The species Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke (Fabaceae) is a
tree of the caatinga biome in Northeast Brazil, popularly known as
“jurema-branca” (Fabricante and Andrade, 2007), “jurema-mal-
icia-da-serra”, “carcard” and “calumbi” (Florentino et al., 2007). In
folk medicine, its bark and leaves are used as decoctions or tinc-
tures to treat wounds (Albuquerque and Andrade, 2002). Ad-
ditionally, this species is effective in treating inflammatory
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Abstract

Background: Xylopia frutescens Aubl. (embira, semente-de-embira or embira-vermelha), is used in folk medicine as
antidiarrheal. The essential il from its leaves (XF-EQ) has been found to cause smooth muscle relaxation. Thus, the
airn of this study was to investigate the spasmolytic action by which XF-EQ acts on guinea pig ileumn.

Methods: The components of the XF-EQ were identified by gas chromatography-mass spectrometry. Segments
of guinea pig ileum were suspended in organ bath containing modified Krebs solution at 37 °C, bubbled with
carbogen mixture under a resting tension of 1 g. Isotonic contractions were registered using kymographs and
isometric contractions using farce transducer coupled to an amplifier and computer. Fluorescence measurements
were obtained with a microplate reader using Fluo-4.

Results: Forty-three constituents were identified in XF-EQ, mostly mono- and sesquiterpenes. XF-EQ has been
found to cause relaxation on guinea pig ileum, The essential oil inhibited in a concentration-dependent manner
both CCh- and histamine-induced phasic contractions, being more potent on histamine-induced contractions as
well as antagonized histamine-induced cumulative contractions in a non-competitive antagonism profile, XF-EQ
relaxed in a concentration-dependent manner the ileumn pre-contracted with KCl and histamine. Since the potency
was smaller in argan pre-contracted with KC, it was hypothesized that XF-OE would be acting as a K™ channel
positive modulator. In the presence of CsCl (non-selective K™ channel blocker), the relaxant potency of XF-OE was
not altered, indicating a non-participation of these channels. Moreover, XF-EQ inhibited CaCls-induced cumulative
contractions in a depolarizing medium nominally without Ca®* and relaxed the ileum pre-contracted with S-(-)-Bay
K8644 in a concentration-dependent manner, thus, was canfirmed the inhibition of Ca® influx through Ca,1 by XF-EQ.
In cellular experiments, the viability of longitudinal layer myocytes from guinea pig ileum was not altered in the
presence of XF-OE and the Fluo-4-associated fluorescence intensity in these intestinal myocytes stimulated by
histamine was reduced by the essential oil, indicating a [Ca2 . reduction,

Conclusion: Spasmolytic action mechanism of XF-EQ on guinea pig ileum can involve histaminergic receptor
antagonism and Ca®* influx blockade, which results in [Ca®*], reduction leading to smooth muscle relaxation.

Keywords: Xylopia frutescens, Essential oil, Spasmolytic action, Guinea pig ileum, Calcium
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RESUMO: a asma € uma doenga inflamatéria crénica das vias
aereas caracterizada pela limitagdo variavel e reversivel do
fluxo expiratdrio. Clinicamente, evidencia-se pela presencga de
tosse, espirros, sibilos e opressao toracica resultantes da
hiper-responsividade brénquica. Sua origem apresenta
determinantes genéticos, e suas manifestacées dependem da
exposicao a alérgenos ambientais, pratica de exercicios fisicos
e mudangas climaticas. Seu diagnostico baseia-se no perfil
sintomatico associado a testes de desafio brénquico e
avaliagao da fungdo pulmonar. A asma resulta de uma
ativacao e diferenciacdo de linfécitos Th2, os quais liberam
citocinas, como interleucina-4 (IL-4), IL-5 e IL-13, que
promovem a produgao de imunoglobulinas E e o recrutamento
de eosindfilos, os quais liberam o conteldo citotdxico de seus
granulos citoplasmaticos, como a proteina basica principal, a
peroxidase e a proteina catidnica eosinofilica, que promovem
dano as vias aéreas. Também ocorre metaplasia epitelial em
células caliciformes produtoras de muco, fibrose subepitelial e
espessamento muscular liso das vias aéreas de conducgéo,
caracterizando o remodelamento. Todavia, a doencga
apresenta diferentes fenodtipos, dependentes dos diferentes
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