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A acéo relaxante de novos derivados N-sulfonilidrazénicos do LASSBIi0-448, inibidores de PDE4, em um modelo de asma alérgica
em cobaias: caracterizacéo funcional do mecanismo relaxante do LASSBio-1847

Martins, I. R. R.

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Tese de Doutorado, CCS/UFPB (2016).

A asma é uma doenca caracterizada por inflamacéo crénica e hiper-responsividade reversivel
das vias aéreas, apresentando uma farmacoterapia bem estabelecida. No entanto, devido a
heterogeneidade dessa enfermidade, alguns pacientes ndo respondem apropriadamente ao
tratamento. Assim, visando ajudar no processo de desenvolvimento de novos candidatos a
farmacos antiasmaticos, decidiu-se avaliar a possivel acdo relaxante de uma série de derivados
N-sulfonilidrazénicos inibidores de PDE4 (LASSBio0-448, -1624, -1832, -1846, -1847, -1848, -
1849, -1850 e -1851) em um modelo funcional de traqueia de cobaias ndo asmaticos e
asmaticos, bem como elucidar o mecanismo de a¢do do derivado mais promissor. Todos 0s
protocolos experimentais foram aprovados pelo CEUA/UFPB (certiddo 0610/11). Inicialmente,
realizou-se a implantacdo e padronizacdo de um modelo de asma em cobaias utilizando
ovalbumina (OVA) como agente sensibilizador, onde se observou histologicamente, alteracdes
morfolégicas inerentes ao quadro asmatico, como hipertrofia da camada muscular lisa, presenca
de infiltrado de células inflamatérias e anormalidades vasculares. Além disso, 0os anéis de
traqueia de cobaias sensibilizados mostraram-se responsivos a OVA, diferente dos néao
sensibilizados. Funcionalmente, o agonista contratii CCh apresentou poténcias e eficacias
relativas similares entre os animais ndo asmaticos e asmaticos, diferentemente do que se
observou para o agonista contratil histamina, que demonstrou ser equipotente entre os dois
grupos de animais, mas com uma maior eficdcia nos animais asmaticos. Por sua vez, 0s
agonistas relaxantes aminofilina e isoprenalina apresentaram poténcias e eficacias relativas
similares entre 0s animais ndo asmaticos e asmaticos. De modo geral, na etapa de triagem
farmacoldgica dos derivados N-sulfonilidrazénicos, estes apresentaram um efeito relaxante
equipotente e independente dos fatores relaxantes derivados do epitélio tanto nos animais nao
asmaticos quanto nos asmaticos, com excecado do LASSBIio-1850 que mostrou apenas uma
eficacia moderada (< 50%) e o LASSBIi0-1847 que apresentou um incremento de poténcia de
cerca de 4 vezes nos animais asmaticos. Dentre os derivados avaliados, o LASSBio-1632, -1846
e -1847 foram os de maior poténcia farmacolégica nos animais asmaticos, sendo esse Ultimo o
mais promissor e selecionado para a etapa de caracterizagdo do mecanismo de agdo nos
cobaias ndo asmaticos e asméticos. Como o LASSBIi0-1847 foi sintetizado como um inibidor das
PDE4, uma enzima que hidrolisa o cAMP, e os receptores adrenérgicos-f, sdo um dos principais
responsaveis pela sinalizacao que leva a producao desse segundo mensageiro no musculo liso
das vias aéreas, utilizou-se o propranolol, um bloqueador adrenérgico-f nao seletivo, para
avaliar a participacdo desses receptores. Observou-se que houve desvio da curva de
relaxamento do LASSBIi0-1847 para a direita evidenciando a participacdo dos receptores
adrenérgico-f em ambos os grupos de animais. Como esses receptores levam a ativagcao da
adenilil ciclase (AC), decidiu-se investigar o envolvimento da mesma no efeito relaxante do
LASSBI0-1847. Para tanto, utilizou-se a forscolina, um ativador de AC, e evidenciou-se que a
curva de relaxamento da forscolina na presenca do derivado foi deslocada para a esquerda em
cerca de 54 e 4 vezes nos animais ndo asmaticos e asmaticos, respectivamente, mostrando que
0 LASSBI0-1847 poderia agir sinergicamente ou favorecer a ativagcdo da AC. A ativacdo do
receptor adrenérgico-B,/AC leva a producdo de cAMP que é contrabalanceada por sua hidrélise
via PDEs. Para avaliar o envolvimento dessas enzimas, utilizou-se a aminofilina, um inibidor n&o
seletivo de PDEs. A curva-concentracao resposta a aminofilina foi desviada para a esquerda na
presenca do LASSBIi0-1847 com potencializacdo do efeito em torno de 147 e 4 vezes, nos
animais ndo asmaticos e asmaticos, respectivamente, sugerindo que o efeito do derivado ocorre
por uma possivel inibicdo de PDEs. O efetor da via receptor adrenérgico-B,/AC/cCAMP é a PKA,
assim para confirmar a modulacéo positiva dessa via utilizou-se o H-89, um inibidor da PKA, e
observou-se que houve uma atenuacdo na resposta relaxante do derivado, confirmando a
modulacéo dessa via. Até 0 momento, todos os achados nos indicaram um possivel aumento na
[cAMP]. e para confirmar essa hipétese foi realizado a medida dos niveis teciduais de cAMP por
ELISA, que demonstrou que o LASSBIio-1847 realmente eleva a [CAMP]., numa magnitude
similar ao rolipram, em ambos 0s grupos de animais. Assim, ficou estabelecido a implantacéo do
modelo de asma em cobaias, além de se evidenciar que os derivados N-sulfonilidrazénicos avaliados
possuem atividade relaxante em traqueia de cobaias ndo asmaticos e asmaticos de forma
independente de epitélio, sendo o LASSBIi0-1847 um dos mais promissores em relaxar esse 6rgao
por ativar a via de transducdo do receptor (3,/AC/cCAMP/PKA e inibir as PDEs, que culmina com a
elevacéo da [cAMP]..

Palavras-chave: Asma; N-sulfonilidrazdnicos; atividade relaxante; cAMP; inibidores de PDEA4.
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Relaxant action of new N-sulfonilhidrazonic derivatives from LASSBi0-448, PDE4 inhibitors, in a guinea pig allergic asthma model:
Functional characterization of the relaxant mechanism of LASSBio-1847

Martins, . R. R.

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Tese de Doutorado, CCS/UFPB (2016).

Asthma is a condition characterized by reversible chronic inflammation and hyper
responsiveness of airways, with a pharmacotherapy well established. However, due to
asthma heterogeneity, some patients did not respond to treatment. So, trying to contribute in
the development of new candidates to antiasthmatic drugs, we decided to assess a possible
relaxant action of PDE4 inhibitors N-sulfonilhidrazonic derivatives (LASSBio-448, -1624, -
1832, -1846, -1847, -1848, -1849, -1850 and -1851) in functional model of trachea from non-
asthmatic and asthmatic guinea pigs, as well as to characterize the action mechanism of the
most promising derivative. All experimental protocols were approved by CEUA/UFPB
(certificate 0610/11). Initially, we realize the implementation and standardization of a guinea
pig asthma model using ovalbumin (OVA) as sensitizer agent, and it was histologically
observed morphological changes associated to asthma, as hypertrophy of the smooth
muscle layer, inflammatory cells infiltration and vascular abnormalities. Moreover, rings from
sensitized guinea pig trachea showed to be responsive to OVA, differently to the non-
sensitized animals. Functionally, the contractile agonist CCh presented efficacy and potency
similar between non asthmatic and asthmatic animals, differently histamine demonstrated to
be equipotent between the animals, but with a higher efficacy in the asthmatic guinea pigs. In
turn, the relaxant agonist aminophylline and isoprenaline presented similar potency and
efficacy in both non asthmatic and asthmatic animals. Generally, in the step of
pharmacological screening of N-sulfonilhidrazonic derivatives, they presented a equipotent
relaxant action and independent of relaxing factors derived from epithelium in both animals
groups, with exception of LASSBIi0-1850 that presented a low efficacy (< 50%) and LASSBio-
1847 with a 4 fold higher potency on asthmatic guinea pigs. Among the derivatives
evaluated, LASSBIio-1632, -1846 and -1847 were the one with higher pharmacological
potency on asthmatic animals, and LASSBio-1847 was the most promising and selected to
the step of characterization of action mechanism on non-asthmatic and asthmatic guinea pig.
Such as LASSBIi0-1847 was synthetized as a PDE4 inhibitor, an enzyme that hydrolyze
cAMP, and the [3, -adrenergic receptors are responsible to initiate the signaling involved to
CAMP production on airway smooth muscle, we used propranolol, a B,-adrenergic non-
selective blocker, to assess the participation of these receptors. So, we observed that the
LASSBI0-1847 relaxant curve was shifted showing the involvement of B, -adrenergic
receptors in both animal groups. Since these receptors lead to adenylyl cyclase (AC)
activation, we decided to investigate its participation in the LASSBIi0-1847 relaxant effect.
Therefore, we used forskolin, an AC activator, and evidenced that the relaxant curve was 54-
and 4-fold shifted to the left in non-asthmatic and asthmatic animals, respectively, indicating
that LASSBIi0-1847 could be acting in a synergic or facilitate the AC activation. B,-adrenergic
receptors/AC activation lead to cAMP production that is regulated be its hydrolyzes by PDEs.
To evaluate the contribution of these enzymes, we used aminophylline, a non-selective
inhibitor of PDESs, and concentration-response curve to aminophylline was shifted to the left
in the presence of LASSBIi0-1847 with gain in the potency around 147- and 4-fold in non-
asthmatic and asthmatic animals, respectively, suggesting that the derivative acts by a
possible PDE inhibition. The effector the (3,-adrenergic receptors/AC/cCAMP pathway is PKA,
so to confirm its positive modulation by LASShio-1847, we used H-89, a PKA inhibitor,
observed a reduction in the relaxant potency of the derivative, confirming the modulation of
this pathway. Until now, all finding have indicated a possible increase in [cCAMP]. and to
confirm this hypothesis it was carried out the measurement of tissue levels of cCAMP by
ELISA, that demonstrated that LASSBIio-1847 indeed increase the [cCAMP]. in a similar
magnitude to rolipram, a selective PDE4 inhibitor, in both animals. Thus, it was established
the implantation of the guinea pig asthma model, as well as the evaluated
N-sulfonilhidrazonic derivatives presented relaxant activity on guinea pig trachea in both non
asthmatic and asthmatic animals in an epithelium independent manner, and LASSBio-1847
showed to be one of the most promising compounds in relax this organ by activation of (3,-
adrenergic receptors/AC/cAMP pathway and inhibit the PDEs, culminating to elevation of
[CAMP]..

Keywords: asthma; N-sulfonilhidrazone; relaxant activity; CAMP; PDE4 inhibitors.
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A asma é uma desordem inflamatdria cronica e caracterizada pela hiper-
reatividade reversivel das vias aéreas e obstrucdo reversivel do fluxo aéreo. Por
muito tempo, acreditou-se que essa doenca apresentaria um unico quadro clinico,
no entanto é cada vez mais aceito que a asma possua multiplos subfenétipos ou
enddtipos que diferem quanto a gravidade clinica, caracteristicas patoldgicas,
resposta a farmacoterapia e tempo de recuperacao (SHIFREN et al., 2012).

Essa doenca atinge mais de 300 milhdes de pessoas ao redor do mundo, com
aproximadamente 250 mil mortes anuais relacionadas direta ou indiretamente a ela
(BOUSQUET; KHALTAEV, 2007). Nas ultimas décadas, as doencas de carater
alérgico, a exemplo da asma, tém destacadamente aumentado seus casos,
especialmente nas criancas, sendo associado a intensa urbanizacdo (ALFVEN et al.,
2006) e ainda se espera que o numero de paciente cresca em mais 100 milhdes até
2025 (MASOLI et al., 2004).

Uma modificagdo amplamente relatada a asma é o remodelamento das vias
aéreas que é observado em todos os niveis de gravidade desta doenca e por toda
extensado das vias respiratorias (JAMES et al., 2002). Esse remodelamento refere-se
a alteragbes estruturais nas vias aéreas dos individuos asmaticos e que incluem
perda da integridade do epitélio (NAYLOR, 1962), espessamento da membrana
basal (ROCHE et al., 1989), fibrose subepitelial, (ELIAS et al.,1999) hipertrofia das
glandulas da submucosa e das células caliciformes (AIKAWA et al., 1992; CARROLL
et al., 1993), hiperplasia e hipertrofia da camada muscular lisa (CARROLL et al.,
1993), reducéo da integridade da cartilagem (HARAGUCHI; SHIMURA; SHIRATO,
1999) e aumento da vascularizacdo das vias aéreas (LI; WILSON, 1997; TANAKA et
al., 2003). Acredita-se gque estas alteracdes ocorram, em grande parte, a partir do
processo inflamatoério crénico que envolve a ativacdo dos linfocitos T, eosindfilos,
neutrdéfilos e mastécitos (MOSMANN et al., 1986; LE GROS et al., 1990; KROEGEL
et al., 1994).

Atualmente, a terapia antiasmatica baseia-se no uso de broncodilatadores
adrenérgicos e drogas anti-inflamatérias que apresentam especificidade, eficacia,
duracdo de acdo e seguranca comprovadas, além de anticolinérgicos,
antileucotrienos e inibidores de fosfodiesterases que propiciam um relaxamento das
vias aéreas (HOLGATE, 2011). No entanto, apesar de serem usados ha décadas
com razoavel sucesso, apresentam diversos efeitos colaterais e, principalmente,

alguns pacientes com perfis mais graves continuam a sofrer com crises episodicas
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(JANSSEN; KILLIAN, 2006), o que compromete e reduz significativamente sua
qualidade de vida.

Nos ultimos anos, um grupo de substancias que tém recebido destaque nas
pesquisas € o0 dos inibidores de fosfodiesterases (PDES) e, em especial, os que
inibem a familia das PDE4. Essa familia & subdividida em quatro isoformas: PDE4
A-D, sendo as isoformas A, B e D as mais importantes no processo asmético, visto
que sua distribuicdo se da em células inflamatdrias, tais como, células T e B,
eosinofilos, neutrdfilos, células endoteliais, células epiteliais e musculo liso das vias
aéreas, enquanto que a isoforma C € encontrada no sistema nervoso central (SNC),
musculo esquelético, testiculos e pulmbes de fetos humanos (HOUSLAY et al.,
1998; DAL PIAZ; GIOVANNONI, 2000; SPINA, 2000; ESSAYAN, 2001; BARBER et
al., 2004; CHUNG, 2006; LUGNIER, 2006; KODIMUTHALI et al., 2008). O interesse
em se investigar os inibidores de PDE4, ocorre uma vez que ela é capaz de
hidrolisar e inativar seletivamente o monofosfato ciclico de adenosina (CAMP)
(HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005), principal segundo mensageiro responsavel
pela relaxamento do musculo liso das vias aéreas (BILLINGTON; HALL, 2012).

Diante da atual demanda, ha a necessidade de uma investigacdo incessante
objetivando a descoberta de novos candidatos a farmacos antiasmaticos, para assim
preencher a lacuna terapéutica existente. Nesse intuito, foi planejado e sintetizado
uma nova seérie de derivados N-sulfonilidrazénicos inibidores de PDE4, obtidos a
partir do LASSBIi0-448. Essa série foi avaliada quanto a sua capacidade de inibir a
enzima PDE4, onde se observou que quase todos os derivados testados, com
excecdo de trés compostos, inibiram a PDE4 bovina, na mesma ordem de
magnitude que o composto de referéncia, o rolipram (NUNES, 2013). Em um estudo
recente, desenvolvido por Medeiros (2015), cinco desses derivados apresentaram
efeito relaxante em traqueia de cobaia, merecendo destaque o LASSBIio-1846, por
ser de maior poténcia.

Dessa forma, visando expandir e melhor caracterizar o estudo farmacoldgico
dessa série de inibidores de PDE4, este trabalho teve como objetivo avaliar um
possivel efeito relaxante desses derivados em um modelo de asma alérgica em
cobaias para assim fornecer dados mais fidedignos a cerca do potencial dos
mesmos como candidatos a farmacos antiasmaticos. Além disso, também
caracterizar o mecanismo de acao relaxante do composto que apresentar 0S

melhores pardmetros de eficacia e de poténcias relativas.



2 Fundamentacao
IR
tedrica N




34
Martins, |. R. R. Fundamentacao tedrica

2.1 A asma e suas complicagbes

De um modo geral, a saude no mundo apresentou melhorias significantes nos
altimos séculos, onde menos individuos passaram a morrer de doencas infecciosas
e, em muitos casos, as pessoas vivem o suficiente para desenvolverem doencas
cronicas. Essas doencas, a exemplo de problemas cardiacos, acidente
cerebrovascular, cancer, diabetes, desordens genéticas e doencas respiratorias
cronicas, até o ano de 2030, serdo responsaveis direta ou indiretamente por 7 em
cada 10 mortes no mundo (ARENA, 2014).

Dentre essas enfermidades, destacam-se as doencgas respiratorias ou
doencas crbnicas das vias respiratérias, representando uma vasta gama de
enfermidades, as quais incluem as alergias respiratorias (rinussinusite e asma), a
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), as doencas pulmonares ocupacionais,
a sindrome de apneia do sono, a hipertensdo pulmonar e a asma que constituem um
grave problema de saude publica em todos os paises do mundo, sobretudo
naqueles com baixos e meédios rendimentos e no caso das populacdes
desfavorecidas (BOUSQUET; KHALTAEV, 2007).

Ano apOs ano as doencas respiratérias cronicas vém aumentando em
prevaléncia, particularmente entre as criangas e os idosos. Afetam a qualidade de
vida e podem provocar incapacidade nos individuos acometidos, causando grande
impacto econdmico e social. As limitacdes fisicas, emocionais e intelectuais que
surgem com a doenga, com consequéncias na vida do paciente e de sua familia,
geram sofrimento humano (BRASIL, 2010). Mesmo diante desse cenario, as
doencas respiratdrias crénicas e os seus fatores de risco ndo sédo alvo de atencao
suficiente por parte dos profissionais de saude, dos governos e dos doentes e suas
familias. As doencas respiratorias cronicas séo, frequentemente, subvalorizadas e
insuficientemente diagnosticadas, tratadas e evitadas (BOUSQUET; KHALTAEYV,
2007).

Nesse contexto, destaca-se a asma alérgica, uma doenca heterogénea
usualmente caracterizada por inflamacédo cronica e hiper-responsividade das vias
aéreas a uma série de irritantes ou alérgenos. Ela pode ser definida pela historia dos
sintomas respiratorios, falta de ar, dificuldade respiratéria e tosse, que variam em
intensidade e ao longo do tempo, juntamente com limitacdo do fluxo aéreo

expiratorio (GINA, 2015). Essa doenga € muito comum em paises desenvolvidos,
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onde cerca de 1 em cada 10 criangas e 1 em cada 12 adultos sao afetados,
resultando numa substancial morbidade e gastos com cuidados em saude
(LAMBRECHT; HAMMAD, 2015).

Mundialmente a asma possui uma prevaléncia de cerca de 300 milhdes de
casos, com estimativas sugerindo que, globalmente, essa doenca terd& um
crescimento na sua prevaléncia de cerca de 50% por cada década (WHO, 2015),
merecendo ainda destaque paises como Franca, Reino Unido, Australia e Brasil por
possuirem uma prevaléncia superior a 10% de suas populacdes (Figura 1) (TO et
al., 2012). Com isso, a perda da produtividade dos acometidos gera um custo total
em média superar a 18 bilhdes de dodlares anualmente nos Estados Unidos
(LAMBRECHT; HAMMAD, 2015).

Figura 1 — Prevaléncia global da asma.
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Fonte: To et al., 2012.

Nos ultimos 50 anos, a prevaléncia de asma aumentou em todos 0s paises,
em paralelo com a de alergias. A asma continua aumentando em nivel mundial, a
medida que as comunidades se urbanizam e adotam estilos de vida modernos
(ROSADO-PINTO, MORAIS-ALMEIDA, 2004; LAW et al., 2005). Com o aumento
previsto da proporcao de populacédo a viver em zonas urbanas, na proxima década

havera provavelmente um incremento substancial no nUmero de pessoas com asma
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em todo o mundo. Calcula-se que, em 2025, podera haver 100 milhdes a mais de
pessoas com asma (MASOLI et al., 2004). E ainda relatado que a asma seja
responsavel por cerca de 250.000 mortes anualmente, sendo a mortalidade mais
elevada em paises onde o0 acesso a farmacos essenciais € reduzido (BOUSQUET;
KHALTAEYV, 2007).

O Brasil ocupa a oitava posicdo mundial em prevaléncia de asma, com
estimativas para criancas e adolescentes escolares variando de menos que 10 a
mais do que 20% em diversas cidades estudadas, dependendo da regido e da faixa
etaria considerada. A asma é responsavel por um numero representativo de
internagdes hospitalares, somente em 2014, no periodo de janeiro a novembro,
foram 105,5 mil internacbes por essa doenca originando um custo de R$ 57,2
milhdes para a rede publica de salude — segundo dados do Sistema de Informacfes
Hospitalares (BRASIL, 2015).

Os custos diretos com o tratamento da asma correspondem a soma dos
gastos com medicamentos, aparelhos, consultas médicas e hospitalizacdes.
Somado a estes ainda tém-se as despesas indiretas, que envolvem o absenteismo a
escola e ao trabalho, tanto do paciente quanto de seu acompanhante, além de perda
de produtividade, aposentadoria precoce e morte (OLIVEIRA et al., 2002). Ainda em
2007, houve 2.500 6bitos, de acordo com o departamento de informatica do sistema
anico de saude (DataSUS), dos quais aproximadamente um terco ocorreu em
unidades de saude, domicilios ou vias publicas (BRASIL, 2010). Dessa forma, a
asma configura-se como um importante problema de saude publica, uma vez que
tem alta prevaléncia, expbe 0 paciente a recorrentes hospitalizacbes e representa
uma elevada carga econ6mica para o individuo, a sociedade e o governo (LEE et al.,
2008).

Como mencionado anteriormente, pode ser atribuido a asma alérgica trés
caracteristicas patologicas, a obstru¢cdo do fluxo de ar, a inflamacdo e a hiper-
reatividade das vias aéreas, sendo ainda uma condicdo complexa com diferencas na
gravidade, na histéria natural, na comorbidade e nas respostas ao tratamento
(LOTVALL et al., 2011). No entanto, quando pacientes asmaticos sao estudados em
grandes grupos, nem todas as caracteristicas que definem a asma sdo encontradas
ou uma ou outra predomina. Além disso, em alguns pacientes, 0 componente
inflamatorio tipico da asma pode ser ausente ou limitado, mesmo que outros

sintomas da doenca estejam claramente presentes (OBER; HOFFJAN, 2006).
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Assim, a expressdo da asma pode variar de acordo com o tipo da inflamacéo das
vias aéreas, a idade e o género, ter relacdo com fatores provocadores, ser atépica
ou ainda apresentar diferentes niveis de gravidade na doenca. Frente a essa
complexidade, alguns endoétipos, ou subtipos clinicos, da asma tém sido descritos na
literatura (BEL, 2004), merecendo destaque a asma grave.

A asma grave € definida como uma asma ndo controlada que pode resultar
em frequentes exacerbacdes, reacdes adversas a medicamentos, morbidez crénica
(incluindo impedimento da func&o pulmonar ou reducdo do crescimento pulmonar
em criangas) e até morte, incluindo ainda seis sintomas caracteristicos, que séo:
crises asmaticas diurnas, limitacdo das atividades diérias, crises asmaticas noturnas,
necessidade de tratamento de emergéncia, comprometimento da funcéo pulmonar e
episodios frequentes (BUSH; ZAR, 2011). Ela representa de 5 a 10% de todos o0s
pacientes asmaticos, mas € responsavel por uma grande parte dos custos de
cuidados em saude e morbidade associada a asma (MOORE et al., 2007).

A asma grave apresenta ainda trés subgrupos que merecem tratamento
distinto: 1) o grupo com pacientes portadores da doencga, porém nao tratados
adequadamente, devido a falha no diagndstico ou indisponibilidade de
medicamentos; 2) pacientes dificeis de tratar devido a ndo adesédo ao tratamento,
uso inapropriado ou incorreto dos medicamentos, dificuldades ambientais ou
comorbidade; 3) o grupo com asma grave tolerante ao tratamento, que incluem
pacientes cujo controle da asma néo é alcancado mesmo utilizando-se altas doses
da terapia padrdo ou onde o controle s6 é obtido pelo uso dessas elevadas doses
(BUSH; ZAR, 2011).

Independente da gravidade do quadro asmatico ou sensibilidade a um ou
outro antigeno, uma caracteristica inerente a asma alérgica € a inflamacao crénica
das vias aéreas. A inflamacéo, que é benéfica ao hospedeiro em condi¢ées normais,
€ uma reposta do sistema imunoldgico a injuria. No entanto, uma resposta imune
exacerbada a um estimulo ndo patogénico, como ocorre na asma, leva a um quadro
inflamatorio crénico relevante e diretamente relacionado a patogénese dessa doenca
(HOLGATE, 2008). Acredita-se que essa enfermidade surja a partir de uma
complexa inter-relacdo entre susceptibilidade genética e influéncias ambientais,
como tempo e dose de exposicdo ao alérgeno e exposicdo a certas infeccdes

(NELSON, 2001). Esses eventos culminam numa resposta inflamatoria inadequada
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coordenada pelo linfécito T auxiliar tipo 2 (Th2) & alérgenos normalmente inofensivos
(HOLGATE et al., 2007).

Embora nenhum gene especifico ou fator ambiental individualmente contribua
para a asma, a predisposicdo genética na obtencdo de uma resposta local a
imunoglobulina do tipo E (IgE), conhecida como atopia, € um dos fatores de risco de
maior relevancia para o desenvolvimento dessa doenca (NELSON, 2001;
KARJALAINEN et al., 2003). A maioria dos casos de asma é associada com a atopia
(PEARCE; PEKKANEN; BEASLEY, 1999), no entanto também existem formas
clinicamente distintas dessa desordem que sao independentes da atopia, isto é, sem
a formacdo de IgE em resposta a alérgenos ambientais (MACFARLANE et al.,
2000).

A maioria dos casos de asma comeca ha infancia, e esta relacionada a
sensibilizacdo a alérgenos inalados, tais como poeira doméstica, &caros, baratas,
pelos de animais, fungos e pdlen. A inalacdo desses alérgenos estimula a
proliferacdo das células Th2, com subsequente producéo e liberacdo de citocinas e
interleucinas (IL) 4, 5 e 13. Assim, sempre que o alérgeno entrar em contato com
uma célula apresentadora de antigeno (APC), a exemplo das células dendriticas, o
mesmo sera processado e exposto as Th2, dando inicio ao processo inflamatério
que é um evento essencial para o desenvolvimento da fisiopatologia da asma
(KUDO; ISHIGATSUBO; AOKI, 2013). A ativacdo das células Th2 pelas APCs leva a
producdo de citocinas, como a IL-4 e a IL-13, que ira promover a reacao
coestimulatoria entre as células T e B, iniciando a producgéo de IgE pelas células B.
O nivel de IgE estando elevado ir4 promover o recrutamento, ativacéo e liberacdo de
mediadores pelas células inflamatérias, tais como eosindfilos, basdfilos, mastacitos,
macrofagos, neutroéfilos, entre outros (GEHA; JABARA; BRODEUR, 2003).

Atualmente tem-se conhecimento do papel crucial desempenhado pelas
células dendriticas na determinacdo da atividade do sistema imune na resposta
seguida a exposicdo aos alérgenos e inicio da asma atopica (LAMBRECHT,;
HAMMAD, 2009). Além disso, também ja € bem descrito na literatura que as células
dendriticas sdo essenciais para a manutencéo da resposta Th2 desencadeada pelos
aeroalérgenos (LAMBRECHT et al., 1998).

Em virtude de sua capacidade de liberar uma grande variedade de
mediadores pro-inflamatdrios, afinidade pela IgE e localizar-se estrategicamente

proximo a vasos sanguineos, superficie das mucosas e musculo liso, os mastocitos
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séo considerados ha muito tempo uma célula efetora chave na patogénese da asma.
Uma vez sintetizada, a IgE circula pelo sangue e liga-se a seus receptores de alta
afinidade, conhecidos como FceRl, que estdo presentes em varias células
inflamatorias, especialmente nos mastécitos, basofilos e eosinofilos (GOULD et al.,
2003).

No processo asmético, grande parte das IgEs irdo se ligar aos receptores
presentes nos mastocitos, desencadeando uma degranulacdo e descarga macica de
mediadores pré-formados e armazenados em vesiculas, como proteases e
histamina (propriedades vasoativas), além da sintese de derivados lipidicos, como
0s eicosanoides, leucotrienos e prostaglandinas, e por fim transcricdo de citocinas
(BRADDING; WALLS; HOLGATE, 2006). Esses mediadores sédo responsaveis pela
fase inicial da reacdo asmatica que esta relacionada a hiper-reatividade das vias
aéreas, pela producdo de muco e pela vasodilatacdo que ocorre antes do
recrutamento de células inflamatérias (WILLIAMS; GALLI, 2000). Essa fase dura de
30 a 60 minutos e € sucedida pela fase tardia com um perfil de inflamacdo e
eosinofilia excessivas (MURDOCH; LLOYD, 2010). Interessantemente, o musculo
liso das vias aéreas € infiltrado com mastécitos em pacientes asmaticos, sendo um
local que fornece fatores relacionados ao recrutamento e a sobrevivéncia dessas
células (BRIGHTLING et al., 2002), havendo assim, uma relacdo direta entre os
mastoécitos e a hiper-responsividade das vias aéreas, uma vez que esse musculo é o
responsavel pela regulacao do tbnus dessas vias.

Os eosindfilos sédo, tipicamente, as células predominantes no infiltrado
inflamat6rio na asma alérgica (KAY, 2005), e o grau de eosinofilia tem sido um
parametro diretamente relacionavel com a gravidade da doenca em alguns
pacientes asmaticos (BOUSQUET, 2000). Elas séo células inflamatérias potentes
que secretam uma variedade de mediadores lipidicos e proteinas relevantes no
processo fisiopatolégico da asma, incluindo leucotrienos (LT) C4, D4 e E4, fator de
ativacdo plaquetario (PAF), neurotoxina derivada do eosinéfilo (EDN), proteina
basica principal (MBP), proteina catibnica do eosinéfilo (ECP), peroxidase do
eosinofilo (EPO), histamina, entre outras (HUMBERT; KAY, 2003).

Os LT desempenham um papel importante na asma devido sua habilidade de
induzir broncoconstricdo e recrutar mais células inflamatérias (MOTOJIMA et al.,
1989). Os mediadores inflamatérios IL-4 e IL-13 liberados pelas Th2 e eicosanoides

lipidicos (leucotrienos, prostaglandinas e lipoxinas) liberados pelos eosindéfilos agem



40
Martins, |. R. R. Fundamentacao tedrica

em conjunto para formacgéo do quadro sintomatico clinico da asma, principalmente,
por suas agdes nos tecidos vasculares e na reatividade do musculo liso das vias
aéreas (FRIGAS; GLEICH, 1986). Tomadas em conjunto, as acfes desses produtos
resultam as caracteristicas fisiopatolégicas da asma.

Os basofilos sdo os granulécitos menos abundantes nas vias aéreas de
pacientes com asma alérgica e compartiham muitos dos mecanismos de
recrutamento com os eosinofilos, assim eles sao frequentemente encontrados nos
processos alérgicos onde os eosindfilos estdo presentes (GANGUR et al., 2003).
Apesar de sua menor presenca nas respostas alérgicas, os baséfilos por possuirem
receptores para IgE, os FceRlI, contribuem em respostas inflamatérias locais e na
hiper-responsividade das vias aéreas através da degranulacdo e da liberacdo de
eicosanoides e de histamina (FALCONE; HAAS; GIBBS, 2000) e, potencialmente,
através da liberacdo de citocinas como IL-4 (YOSHIMOTO et al., 1999) e funcéo de
APC (SOKOL et al., 2009).

Como ja mencionado acima, a asma pode se apresentar como uma doenca
heterogénea com varios endétipos distintos, sendo um destes a asma neutrofilica,
onde se observa um elevado numero de neutrdfilos e produtos derivados de
neutréfilos, sem uma significante eosinofilia nas vias aéreas de pacientes asméaticos
(DREWS et al., 2009), sendo relacionada com a gravidade da asma (JATAKANON;
LIM; BARNES, 2000) e exacerbacdes (FAHY et al., 1995). Os neutrdfilos sdo as
células mais abundantes em amostras de secrecdes tanto de individuos saudaveis
quanto de asmaticos, ndo estando aumentados em pacientes com asma suave ou
moderada, mas sim nos casos de asma grave (WENZEL et al., 2003). Por fim, pode-
se atribuir a essas células uma participagcdo nos processos de estreitamento das
vias aéreas e exacerbacfGes agudas de asma grave, sendo possivel ainda cogitar
uma contribuicdo nos processos de iniciacdo e resolucdo nos episédios de ataque
asmaético (FAHLY, 2009).

Assim, no modelo classico de ativacdo alergénica, a exemplo do que ocorre
nas asma, o alérgeno entra no corpo e é capturado por IgEs pré-existentes ligando-
se com alta afinidade por seu receptor FceRI, presente na membrana dos mastocitos
das vias aéreas, sendo esse o gatilho para a ativacéo dessas células e liberagédo das
citocinas relacionadas ao quadro inflamatério asmatico (Figura 2) (BAX; KEEBLE;
GOULD, 2012). Esse evento leva a um estado cronico de inflamacdo, danos

teciduais e subsequente reparo inadequado do tecido levando a alteracdes
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estruturais nas paredes das vias aéreas de individuos asméticos, que coletivamente
sdo denominadas de remodelamento das vias aéreas (Figura 2) (SHIFREN et al.,
2012). Esse remodelamento € fortemente relacionado com alguns endétipos de
asma onde ha irreversivel ou parcial obstrucdo do fluxo de ar e acelerada perda da
funcdo pulmonar (HOMER; ELIAS, 2005). Essas alteragbes ligadas ao
remodelamento ocorrem em toda arvore bronquica (SAETTA et al., 1991), mas séo
mais marcantes nas membranas maiores e nas cartilagens menores das vias aéreas
(ELIAS et al., 1999).

Figura 2 — Processo de sensibilizagéo e ativagéo por alérgenos nas vias aéreas.
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Fonte: adaptado de Wenzel, 2012.

(1) No momento do 1° contato do alérgeno junto as células apresentadoras de antigenos
(APC) h& o processamento e exposicado desse agente aos linfocitos T naive (ThO) (2) que
irdo se diferenciar, no caso da asma, em linfécitos Th2; (3) Por sua vez essas células
passam a liberar citocinas especificas como as interleucinas 4, 5 e 13 (IL-4, IL-5 e IL-13), as
guais passam a induzir alteracdes epiteliais, sobre a musculatura lisa das vias aéreas, além
de propiciar a ativacao e diferenciacdo de eosindfilos e células B. (4) As células B ativas
passam a secretar a imunoglobulina E (IgE) que ligam-se aos mastdcitos. (5) Quando de um
2° contato com o alérgeno, estes ligam-se a IgE ativando o mastdcito (6), de maneira a fazé-

lo secretar varios componentes como IL-9, histamina, leucotrienos (LTs), prostaglandinas e
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outras citocinas que, por fim, (7) realizam o processo de remodelamento das vias aéreas

induzindo modifica¢cdes nos vasos sanguineos e musculatura lisa das vias aéreas.

No remodelamento das vias aéreas, o musculo liso sofre tanto um processo
de hiperplasia como de hipertrofia. Os fatores mitogénicos atuam através de
diferentes mecanismos operados por receptor, onde fatores de crescimento induzem
mitogénese via ativacdo de receptores com atividade tirosina cinase (RTKS),
enquanto agonistas contrateis liberados por células inflamatérias medeiam seus
efeitos pela ativacdo de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e,
interessantemente, parece ocorrer um sinergismo entre esses dois tipos de
receptores para promover a mitogénese do musculo liso das vias aéreas
(KRYMSKAYA et al., 2000).

A ativacdo da cinase de fosfatidilinositol 3 (PI3K) e da cinase regulada por
sinal extracelular (ERK) parece ser a via de transducao de sinal dominante para os
RTKs, GPCRs ou citocinas estimuladas por fatores de crescimento levarem ao
crescimento das células musculares lisas. A PI3K fosforila inositidios de membrana,
com funcdo de segundo mensageiro, ativando moléculas efetoras downstream para
regular a expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo celular (KRYMSKAYA et al.,
1999). Outros trabalhos mostraram que a inibicdo da ERK atenua a sintese de DNA
induzida por mitogénios em células musculares lisas, sugerindo que a ativacdo da
ERK é necessaria para a proliferacdo do musculo liso (KARPOVA et al., 1997;
ORSINI et al., 1999).

Alguns estudos também apontam para o papel do aumento do volume dos
midcitos ou hipertrofia como um mecanismo de aumento da massa de células de
musculo liso na asma, onde mediadores como a IL-1b, IL-6, TGF- e angiotensina-Il
induziram hipertrofia celular in vitro, embora os mecanismos envolvidos ainda
permanecam incertos (De et al., 1995; McKAY et al., 1998;). Estudos morfologicos
confirmaram a presenca de hipertrofia dos midcitos musculares lisos em alguns, mas
nao em todos, 0s pacientes asmaticos estudados (EBINA et al., 1993), dessa forma
estudos adicionais sao requeridos para melhor compreender o papel da hipertrofia
na asma.

No processo de remodelagem, ndo s6 os midcitos das vias aéreas sao
afetados, mas também o0s vasos sanguineos, onde as altera¢des vasculares incluem

tanto um tamanho aumentado dos vasos das paredes das vias aéreas, como
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também a angiogénese (LI; WILSON, 1997). As modificacbes na microvasculatura
das vias aéreas podem contribuir para a formacdo do edema e resultam,
principalmente, da angiogénese. Esse aumento na vascularidade esta relacionado
com a maior expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VRGF)
(LI; WILSON, 1997; TANAKA et al.,, 2003), que por sua vez, tem sua producao
estimulada por prostaglandina E,, bradicinina e algumas citocinas, como TGF-j3,
IL-18 (KNOX et al.,, 2001; WEN et al., 2003; KAZI et al.,, 2004). Consequéncias
clinicas para a angiogénese na asma incluem a reducéo do calibre das vias aéreas
devido a formacgdo de edema e liberacdo aumentada de mediadores inflamatorios e
remodelatérios nas vias aéreas (BERGERON; AL-RAMLI; HAMID, 2009), tendo
subsequente influéncia na fisiopatologia da asma.

AlteracOes epiteliais também sdo relatadas e relacionadas ao processo de
remodelamento das vias aéreas, extravasamento epitelial, perda das células
ciliadas, hiperplasia das células caliciformes (produtoras de muco), up-regulation da
liberacdo de fatores de crescimento e aumento na expressao de receptores, como
os receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (CARROLL et al., 1993;
MONTEFORT et al., 1992; ORDONEZ et al., 2000). Alguns estudos sugerem que o
processo de extravasamento epitelial seja resultado de um enfraquecimento da
membrana basal que facilitaria o deslocamento do mesmo ou sugere-se que as
células epiteliais de asmaticos possuem uma maior capacidade de renovacao
guando comparada com células epiteliais de individuos saudaveis. O epitélio intacto
das vias aéreas normalmente fornece uma barreira de protecdo fisica contra
particulas inaladas, como os alérgenos, e uma vez que essa barreira seja perdida,
resulta-se na exposicdo da membrana basal que pode diminuir essa protecdo e
aumentar a propensao para os alérgenos lesionarem as vias aéreas exacerbando o
processo inflamatério ligados a asma (BERGERON; AL-RAMLI; HAMID, 2009).
Clinicamente, a extensdao do dano epitelial é correlacionada com a hiper-
responsividade das vias aéreas (BOULET et al.,, 1997; JEFFERY et al., 1989),
claramente sugerindo que o grau de perda e/ou de renovacgéao é ligado a gravidade e
evolucéo do quadro asmatico.

O epitélio das vias aéreas € a primeira barreira de defesa contra o ambiente
externo e desempenha um papel vital na protecdo e na manutengéo da homeostasia
pulmonar. No entanto, na asma, alteragfes crdonicas nos mecanismos homeostéticos

levam a modificagbes na estrutura das vias aéreas que afetam o funcionamento
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epitelial, estando relacionadas ao desenvolvimento do remodelamento das vias
respiratérias na asma (DAVIES, 2009). Podendo ser observado uma separacao das
células ciliadas colunares, a presenca de agregados de células epiteliais na
expectoracdo, o aumento da permeabilidade aos alérgenos e reducédo da expressao
da molécula de adesao célula-célula epitelial (HEIJINK; NAWIJN; HACKETT, 2014).

Dessa forma, o epitélio defeituoso das vias aéreas dos pacientes asmaticos
podem ter consequéncias importantes, levando ao aumento de acessibilidade dos
alérgenos as células imunes e estruturais da submucosa. Sendo ainda bem
estabelecida uma correlacéo entre esse dano epitelial e o aumento na gravidade da

hiper-responsividade das vias aéreas (LAITINEN et al., 1985).

Na asma, as alteracOes epiteliais observadas podem resultar na maior
secrecdo e atividade de citocinais pro-inflamatérias e fatores de crescimento
(NAWIJN et al.,, 2011). As células epiteliais das vias aéreas passam a produzir
guimiocinas ligantes CC-2 (CCL2), CCL20, linfopoietina estromal timica (TSLP), IL-
25 e IL-33 em resposta ao alérgeno, que atraem mondcitos e células dendriticas
imaturas para os pulmdes (HAMMAD et al., 2009; NATHAN et al., 2009), além de
causar efeitos pleiotropicos. Eles podem ainda ativar células dendriticas que irdo
direcionar as repostas Th2 pela inibicdo da producao da IL-12, uma citocina do perfil
Thl, e atracdo de células Th2 ou aumento na expressado de moléculas de superficie

como o OX40L, um receptor capaz de viabilizar o amadurecimento dessas células.

O epitélio também pode atuar sobre a imunidade inata através da liberacéo de
citocinas que irdo ativar linfocitos como os basofilos, mastocitos, eosinéfilos
(LAMBRECHT; HAMMAD, 2012). Uma vez iniciadas, as respostas epiteliais aos
alérgenos sdo mediadas através da acdo das citocinas efetoras do perfil Th2,
proporcionando um importante feedback que estéa ligado a perpetuacdo da asma. As
células epiteliais das vias aéreas respondem as citocinas IL-4 e IL-13 produzindo
fatores quimiotaticos, como IL-8, CCL11 e CCL17, responsaveis pela migracao de
neutroéfilos, eosindfilos e linfécitos Th2 (MATSUKURA et al., 2001).

Tomadas em conjunto, as alteragcbes inerentes ao processo de
remodelamento das vias aéreas culminam na principal complicagcdo do quadro
asmatico: a obstrucdo do fluxo aéreo. Esse evento pode ser desencadeado pela

exposicdo do paciente a um alérgeno que o mesmo tenha sido previamente
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sensibilizado e este, por sua vez, ao ligar-se aos mastocitos presentes ao longo da
extensdo das vias respiratorias induzem duas fases de resposta: uma imediata e
outra tardia. A primeira ocorre devido a liberacdo de mediadores inflamatorios como
a histamina, as prostaglandinas, os leucotrienos e as interleucinas os quais causam
broncoconstricdo, aumento na permeabilidade das vias aéreas e dos vasos
sanguineos, além do aumento da secrecdo de muco. Também é relatada uma
ativacdo exacerbada do sistema nervoso parassimpatico que culmina com uma
atividade aumentada do nervo vagal sobre o musculo liso bronquial e sobre as
células secretoras de muco (VAN DER VELDEN; HULSMANN, 1999; ZDANOWICZ,
2007). A fase tardia pode perdurar por horas ou dias e é caracterizada pelo
recrutamento das células imunolégicas, como eosinéfilos, neutréfilos, Th2, com
posterior formacdo de edema, reducdo da atividade ciliar e impedimento do fluxo
aéreo (BEASLEY; PAGE; LICHTENSTEIN, 2002).

Dessa maneira, a farmacoterapia da asma centra-se em duas estratégias: o
relaxamento ou prevencédo de contracdo do musculo liso das vias aéreas e reversao
ou prevencao de inflamacédo das vias respiratdrias, buscando, em primeira instancia,
recuperar o paciente ap0s uma crise asmatica, além de evitar que esses episodios
se tornem mais frequentes ou repetitivos. No quadro 1 tem-se uma visao geral das

classes terapéuticas utilizadas no tratamento da asma.
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Quadro 1 - Viséo geral da farmacoterapia antiasmatica

Classe terapéutica

Indicacao
terapéutica

Efeito

Efeito indesejavel

Agonistas Inalacéo de drogas .

9 -~ & 9 Relaxamento do Tremor no musculo
B.-adrenérgicos de curta ou longa masculo liso esquelético:
(albuterol, duragéo para asma . qu S

bronquial taquicardia
salmeterol) moderada ou grave

Corticosteroide

Inalacéo para asma

Ampla acéo anti-

Tosse; supressao
no crescimento

(beclometasona e persistente leve e inflamatdria a nivel | (criangas);
budesonida) moderada transcricional supresséo adrenal,
oesteoporose
Relaxamento do Estimulagéo
musculo liso cardiaca dose-

, - . bronquial; | dependente;
Xantinas (teofilina e | Asma persistente onqu P ~
aminofilina) leve ou moderado ativagao dos estimulagao do

eosinofilos e SNC (nausea e
células T; 1 vomito); problemas
atividade mucociliar | estomacais
. Tosse; sabor
Estabilizador de T
P desagradavel,
mastocitos: evitar a )

. . . ~ mucosas secas;
Cromolina e Asma persistente liberacdo de L
Nedocromil leve histamina e outros Derma_mte, miosite;

. complicagdes no
mediadores TGI; cefaleia;
inflamataorios L '

nausea

Anti-leucotrienos
(montelucaste e
zafirlucaste)

Asma persistente
leve e moderada

Antagoniza a agdo
dos LTs nas vias
aéreas

Cefaleia; nausea;
desconforto no TGl

Antagonista

Em associacdo

Antagoniza os
efeitos da ativagdo

Alterac6es no TGI
(constipacéao,

muscarinico com agonistas . diarreia, vémito);
; - L muscarinica nas - e
(ipratrépio) B.-adrenérgicos : . cefaleia; prurido;
vias aéreas : -
taquicardia,;
reagdes no local de
. injecéo (dor,
: Pacientes com S Inje¢ ( .
Anticorpos Impede a ligagéo inchago, eritema e
: asma grave .
monoclonais e da IgE aos prurido) podendo
. refratéria e . ~
(omalizumab) mastocitos haver correlacao

sensibilidade a IgE

com malignidade;
cefaleia

Fonte: adaptado de ZDANOWICZ, 2007
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Como descrito até o momento, a asma € uma doenga caracterizada, em
parte, por dois importantes componentes: um ligado ao processo inflamatério crénico
e outro ligado a hiper-responsividade das vias aéreas, 0s quais contribuem para a
obstrucdo do fluxo aéreo. Tal obstrucdo é consequéncia, em parte, do
remodelamento estrutural que ocorre nas vias aéreas devido a frequente
estimulacdo do musculo liso pela acdo de agonistas contrateis, mediadores
inflamatorios e fatores de crescimento (LAZAAR; PANETTIERI, 2005). Além disso,
esse musculo é o principal alvo, direta ou indiretamente, das classes terapéuticas
utilizadas na terapia antiasmética, o que confere ao musculo liso aéreo um papel

chave como regulador da funcao respiratéria nos pacientes asmaticos.
2.2 Aregulacao dareatividade do musculo liso das vias aéreas

O musculo liso das vias aéreas esta localizado na parede da arborescéncia
tragueobronquial, a partir da traqueia até os bronquiolos terminais. Na traqueia e nos
brébnquios extralobares, os segmentos de musculo liso conectam as duas
extremidades do anel de cartilagem em forma de ferradura de cavalo. J& nos
brénquios intralobares, a organizacao da cartilagem e do musculo liso apresenta-se
diferente, onde o musculo forma uma camada continua na parede bronquial
enquanto que a cartilagem ndo constitui uma estrutura continua e sendo ausente
nos brénquios mais periféricos (OUEDRAOGO; ROUX, 2014). Assim, de acordo com
esse arranjo anatémico, a contracdo do musculo liso reduz o diametro das vias
aéreas e, consequentemente, aumenta a resisténcia ao fluxo aéreo.

A contracdo do musculo liso das vias aéreas esta sob o controle de muitos
mensageiros extracelulares, os quais atuam em receptores de membrana
especificos, destacando-se 0s neurotransmissores do sistema nervoso auténomo,
mediadores epiteliais e substancias liberadas por células inflamatérias. A ligacéo
desses agentes contrateis a seus receptores de membrana leva a um aumento da
concentracdo de calcio citosolica (ICa*"o), que no repouso era de cerca de 107 M
passando para aproximadamente 10° M (ROUX, 2013), configurando-se assim
como o gatilho para a ativacédo do aparato contratil e inicio da contracéo.

O calcio é um segundo mensageiro importante que desempenha um papel
essencial a uma grande variedade de processos bioldgicos, incluindo a regulacéao

enzimatica, a expressdo génica, o trafego de proteina, a proliferacdo celular, a
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apoptose e a coordenacdo do acoplamento excitagdo-contragdo do mausculo
(CARAFOLI; BRINI, 2007). Em geral, existem duas fontes deste ion sinalizador na
célula: uma extracelular que permite o influxo de Ca®* para o citoplasma, através dos
canais nha membrana plasmatica e outra intracelular representada pelos estoques
internos, principalmente o reticulo sarcoplasmético (RS) que liberam Ca*" para o
citosol (MA; PAN, 2003).

A regulacdo funcional da [Ca®*]., para dar inicio a uma resposta contrétil no
musculo liso depende de dois estimulos que levam a dois tipos de acoplamentos: o
acoplamento eletromecéanico, que esta envolvido com a mudanga do potencial de
membrana (Vm) e o acoplamento farmaco mecanico, que acontece quando a
contracdo promovida por um agonista € maior que a observada s6 com a mudanca
do Vm (REMBOLD, 1992). O disparo da contracdo do musculo liso € inicialmente o
aumento da [Ca®"]. (SOMLYO; SOMLYO, 1994), seja pela liberacdo de Ca®*" dos
estoques intracelulares ou pela entrada deste fon através de canais de Ca®" na
membrana plasmatica, principalmente pelos Cay. Enquanto a liberacdo de Ca®* dos
estoques intracelulares, mediada por ativacdo através do uso de agonistas como a
histamina, a acetilcolina (ACh) entre outros, contribui para o inicio do
desenvolvimento da forca de contragcdo (THORNELOE; NELSON, 2005). Estudos
realizados com sondas fluorescentes sensiveis ao Ca®* demonstraram que agonistas
contrateis induzem no mduasculo liso das vias aéreas, com relacdo ao calcio
intracelular, um resposta bifasica (MURRAY; KOTLIKOFF, 1991).

Inicialmente, a [Ca®"]. que gira em torno de 100 a 200 nM no repouso, eleva-
se para aproximadamente 800 a 1000 nM. Essa elevacdo rapida e brusca é
responsavel pelo desenvolvimento da tensdo, enquanto que em seguida observa-se
um platd sustentado caracterizado por niveis de Ca** acima dos valores do repouso,
que é associado com a manutencao da tensdo das vias aéreas (PELAIA et al.,
2008). A regulacdo da entrada de Ca®" na célula muscular lisa ou a liberacdo desse
ion dos estoques intracelulares esta diretamente relacionada com a
broncoconstricdo e com a manutencdo do tébnus basal das vias aéreas e,
fisiologicamente, € coordenada pelo sistema nervoso parassimpatico (BARNES,
1992), via fibras colinérgicas que derivam do nervo vago para ganglios
parassimpaticos presentes na superficie das vias aéreas. A ACh é o principal
neurotransmissor do sistema nervoso parassimpatico, atuando pdés-juncionalmente

nos receptores acoplados a proteina G (GPCR) do tipo muscarinicos M3, presentes
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nas vias aéreas, favorecendo a contragdo do musculo liso (OUEDRAOGO; ROUX,
2014). Em processos patologicos, a exemplo da asma, tem-se a participacao de
outros mediadores como a histamina, neurocinina, cisteinil leucotrienos (LTCy4, LTD4
e LTE,), prostaglandina Fyq, prostaglandina D, e tromboxano que ao ativar seus
receptores GPCR do tipo Hj;, NKi/NK;, CysLTi/CysLT,, FP, DP, e TP,
respectivamente (PELAIA et al., 2008), levam a broncoconstri¢ao.

Todos esses receptores sdo acoplados ao mesmo subtipo de proteinas G,
Gg11, que ao serem ativadas estimulam a via da fosfolipase C-B1 (PLC- B1), no
fenbmeno denominado de mecanismo farmaco-mecéanico da contragdo (Figura 3).
Nesse processo a ligacdo do agonista a seu receptor induz uma mudanca
conformacional, que ira ativar a proteina Gy1, cuja subunidade a ligada ao trifosfato
de guanosina (GTP) ativa a PLC-B;. Essa, por sua vez, hidrolisa o 4,5-bisfosfato de
fosfatidilinositol (PIP;,) produzindo dois segundos mensageiros, o 1,4,5-trisfosfato de
inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG) (HALL, 2000). O IP3, por ser hidrossoluvel,
difunde-se pelo citosol e liga-se ao seus receptores especificos, os receptores de IP3
(IP3R), localizados no RS, desse modo mobilizando os estoques de Ca** sensiveis a
IP3, enquanto que o DAG ativa a proteina cinase C (PKC), que afeta a sensibilidade
do aparato contratil ao calcio (PELAIA et al., 2008).

O mecanismo farmaco-mecénico da contragdo inclui, além do aumento de IP3
e ativacdo dos IPsR permitindo a liberacdo de Ca®" dos estoques intracelulares,
também induz a liberagdo do Ca®" induzida por Ca®* através de receptores de
rianodina (RyR) presentes na membrana do RS, os quais sdo ativados pelo Ca**
previamente liberado via IPsR , além de também levar ao influxo de Ca** através da
abertura dos Cay por um mecanismo que nao envolve mudanca no potencial de
membrana, mas sim via ativacao deste canal pela PKC (BRAINARD; KOROVKINA,;
ENGLAND, 2007).

A réapida e transiente elevacdo da [Ca®']. é responsavel pela ocupacdo
sequencial dos quatro sitios de ligacdo para o Ca®* presentes na calmodulina (CaM).
Esta é a mais conhecida das proteinas ligantes de Ca?*, com alta afinidade por este
ion. As proteinas da familia S100 (S100A1, S100A4, S100A6 e S100A10) que séo
pequenas proteinas acidas com peso molecular de 11 kDa (HEIZMANN, 1991)
também tem afinidade pelo Ca®* no musculo liso e estéo envolvidas na regulacéo de
diferentes mecanismos de sinalizacao intracelular dependentes de célcio (DONATO,
1999, 2001).
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O complexo 4Ca?*-CaM ativa e expde o dominio enziméatico da cinase da
cadeia leve da miosina (MLCK), que fosforila um residuo especifico de aminoacido
(serina 19) presente na porcao regulatéria da cadeia leve da miosina de 20 kDa
(MLCy) (PELAIA et al., 2008). A MLCK possui sua expressao aumentada em ceélulas
musculares lisas das vias aéreas de pacientes asmaticos (MA et al., 2002). Uma vez
fosforilada pela MLCK, a MLCy fica apta a interagir com a miosina, iniciando-se o
ciclo das pontes cruzadas, ou seja, 0 movimento da cabeca da miosina sobre os

filamentos da actina, que resulta no fendmeno biolégico da contracdo muscular lisa.
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Figura 3 — Mecanismo farmaco-mecéanico da contracdo muscular lisa pela ativacdo da via
Gg11-PLCB;.

s s

DAG

Reticulo
Sarcoplasmatico

Fonte: Correia, 2013.

(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmética; (2) As
proteinas Gg11 troca GDP por GTP na sua subunidade a (n&o mostrado na figura), tornando-
se ativa; (3) A subunidade ay:;-GTP ativa a enzima PLCB,; (4) A PLCB; cliva o lipidio de
membrana PIP, em IP; e DAG; (5) O IP; migra pelo citoplasma e ativa o IP3R presente na
membrana do RS, liberando o Ca*" dos estoques; (6) O Ca?" liberado ativa o RyR, fazendo
com que mais Ca*" seja liberado para o citoplasma; (7) O Ca®" que foi liberado, juntamente
com o DAG ativam a PKC; (8) A PKC ativada fosforila os Cay1l promovendo o influxo de
Ca®* através dos mesmos; (9) O aumento da [Ca®']. aumenta a afinidade pela CaM
formando o complexo 4Ca?" - CaM e ativando a MLCK; (10) A MLCK ativada fosforila a MLC
e esta se torna ativa e interage com os filamentos de actina, desencadeando a contragdo do
musculo liso. As definicdes das abreviaturas estdo presentes na lista de abreviaturas e no
texto.

ca2+

Uma vez que o musculo liso das vias aéreas foi exposto a um agente contratil,
observa-se um pico inicial e transiente na [Ca®*'], seguido por um declinio e
estabelecimento de um estado estacionario prolongado que apresenta um aumento
sutil na [Ca®']., em relacdo aos niveis basais. Diferentemente da primeira fase, que
ocorre majoritariamente pela liberagao do Ca®" dos estoques, o estado estacionario
de platd depende do Ca?* extracelular (MURRAY; FLEISCHMANN; KOTLIKOFF,
1993). Assim como outros musculos lisos, a contragdo muscular das vias aéreas

persiste durante o estado estacionario em resposta a agentes excitatérios, sendo
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relatado como um comportamento funcional que implica no aumento de
sensibilidade ao Ca?* pelo aparato contratii (SOMLYO; SOMLYO, 1994) e que
permite ao musculo liso das vias aéreas permanecer contraido mesmo quando 0s
niveis citosélicos de Ca®* sdo sutimente maiores que a concentracdo basal de
repouso. Esse evento é descrito como via de sensibilizagdo ao Ca®* e acredita-se
gue o mesmo seja envolva uma via de sinalizagcdo que inclui a RhoA/Rho cinase
(ROK) e o sistema efetor PKC/peptidio inibidor da fosfatase da miosina
potencializado pela PKC com 17 kDa (MARSICO et al., 1990).

Dessa forma, assim como o aumento na [Ca®']. é o sinal que leva & contragéo
do mdsculo liso, consequentemente, o seu relaxamento se da pelo
reestabelecimento dos niveis basais deste ion no citosol (SOMLYO; SOMLYO,
1994). Esta diminuicdo na [Ca®']. pode ocorrer por um mecanismo eletromecanico,
caracterizado pela repolarizagcdo (ou hiperpolarizacdo) da membrana, ou pelo
mecanismo farmaco-mecanico, que se d& pela ativacdo de receptores de membrana
e inibicdo das vias bioquimicas que levam a contracdo (WOODRUM; BROPHY,
2001).

No mdusculo liso das vias aéreas, o mecanismo de relaxamento farmaco-
mecéanico esta diretamente relacionado aos nucleotidios monosfofato ciclico de
adenosina (cCAMP) e monosfofato ciclico de guanosina (cGMP) sdo considerados
importantes agentes fisiol6gicos relacionados ao relaxamento
(PUETZ; LUBOMIROV; PFITZER, 2009) (Figura 5). A elevacdo do conteudo
citosélico de cAMP é um evento relacionado a inibicdo do aparato contratil do
musculo liso das vias aéreas e, indiscutivelmente, € o evento mais relevante
relacionado ao cCAMP nessas vias (BILLINGTON et al., 2013).

A producédo desse nucleotidio ciclico inicia-se com a ativacdo de um GPCR, a
exemplo do receptor adrenérgico B, ou do receptor IP, acoplado a proteina Gs, que
agora passa a estimular a conversdo do ATP a cAMP via ativacdo da ciclase de
adenilil (AC) (HALL, 2000). Por sua vez, os niveis citosélicos de cGMP podem ser
aumentados através da liberacdo do oxido nitrico (NO) pelas células endoteliais

(RICCIARDOLO et al., 2004).

Por fim, o cCAMP e o cGMP irdo ativar suas respectivas proteinas efetoras, a
proteina cinase A (PKA) e a proteina cinase G (PKG), as quais passam a

intermediar eventos como: 1) o aumento na atividade da Ca**-ATPase tanto do RS
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(SERCA) como da membrana plasméatica (PMCA), aumentando assim o sequestro e
extrusdo de Ca?’, respectivamente, diminuindo a [Ca®']¢; 2) a inativacéo dos IPsR e
reduzindo assim a sua capacidade de liberar o Ca®" do RS; 3) diminuicdo da
formacado do IP; e consequente diminuicdo da liberacdo de Ca** do RS; 4) inibicéo
da MLCK, reduzindo sua afinidade pelo 4Ca?*-CaM, causando uma reduc&o nos
niveis de MLC fosforilada e assim do processo contratil; 5) inibicAo da RhoA e
proteinas envolvidas nessa via 6) inibicdo dos Cay, causando uma reducdo da
[Ca®*]. por diminuir o influxo de Ca?*; 7) ativacéio de canais de K*, que indiretamente,
por repolarizagcdo ou hiperpolarizacdo, causam a desativacdo dos Cay (DANILA,
HAMILTON, 2004; DUTTA et al., 2002; WOODRUM; BROPHY, 2001).

Os canais de K* sdo os responsaveis pelo reestabelecimento do potencial de
membrana apdés um episodio de despolarizacdo, sendo dependente do movimento
dos ions K" para fora da célula e, de maneira inversa, o bloqueio desses canais por
drogas como o tetraetilamoOnio ou a 4-aminopiridina resulta no aumento da
excitabilidade celular ou hiper-responsividade dos midécitos (CHUNG; BARNES,
2009). Dessa forma, a abertura dos canais de K* esta associada com a manutencao
do potencial de repouso e de inibicdo da atividade contréatil (VOGALIS, 2000),
relacionando-se ainda com VAarios outros processos celulares como o controle do
volume celular, a secrecdo hormonal e o controle da formacéo e propagacdo de
sinais elétricos em células excitaveis (MACKINNON, 2003).

A atividade desses canais pode ser regulada por voltagem, Ca** ou por
neurotransmissores e, consequentemente, as vias de sinalizacdo que eles
estimulam (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011). No mdusculo liso das vias
aéreas, 0s canais de potassio podem ser subdivididos em quatro principais classes:
os dependentes de voltagem (Ky), os ativados por calcio (Kca), 0S sensiveis ao ATP
(Katp) € 0s regulados ou abertos por receptor (CHUNG; BARNES, 2009).
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Figura 4 — Mecanismo do relaxamento no musculo liso das vias aéreas induzido pelo cAMP
e pelo cGMP.
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Fonte: Correia, 2013.

(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; (2) A
proteina G troca GDP por GTP na sua subunidade a (ndo mostrado na figura), tornando-se
ativa; (3) A subunidade as-GTP ativa a AC; (4) A AC converte o ATP em AMPc; (5) O NO
gerado tanto dos nervos como das células musculares lisas, estimula a atividade da GCg;
(6) A GC; converte o GTP em CGMP; (7) Os nucleotidios ciclicos, AMPc e CGMP ativam
suas respectivas proteinas cinases, PKA e PKG. Ambas as proteinas cinases fosforilam
varios substratos: (8) Ativam os canais de K*; (9) Inibem os Cay; (10) Aumentam a atividade
da SERCA e da PMCA; (11) Ativam do trocador Na‘*/Ca?*; (12) Fosforilacdo do IPsR pela
PKG, mas ndo pela PKA. Todos esses mecanismos diminuem a [Ca®'].; (13) Inibem a
MLCK, reduzindo sua afinidade pelo [(Ca®*"),-CaM]; (14) Inibem a RhoA; (15) Ativam a
MYPTL1; (16) Ativam o telokin; (17) O telokin ativa a MLCP. Todos esses mecanismos
impedem a ativagdo da MLC e, consequentemente, sua interacdo com os filamentos de
actina, promovendo o relaxamento do musculo liso. As definicdes das abreviaturas estédo
presentes na lista de abreviaturas e no texto.

Para que haja a homeostasia entre 0s processos relacionados a
responsividade do musculo liso das vias aéreas, os nucleotidios ciclicos cCAMP e
cGMP tém seu conteudo citosoélico regulado pela atividade das fosfodiesterases
(PDEs). Essas enzimas atuam hidrolisando e inativando o cAMP e o cGMP em
5" AMP e 5" GMP, respectivamente, e por conseguinte essa inibicao realizada pelas

PDEs representa um potencial mecanismo pelo qual as fungdes celulares, como a
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reatividade e a liberagdo de mediadores inflamatorios podem ser moduladas
(MAURICE et al., 2014).

Até o presente momento, onze familias de PDEs foram identificadas, sendo
denominadas como PDE1-11 (PAGE, 2014), sendo que 0s onze genes relacionados
as familias de PDEs podem ainda gerar pelo menos vinte e um isoformas com
caracteristicas distintas (PAGE; SPINA, 2011). Essas familias e isoformas diferem
entre si com relacdo as suas estruturas primarias, suas afinidades pelo cAMP e/ou
cGMP, suas respostas a efetores especificos, distribuicdo celular e tecidual, suas
sensibilidades para inibidores especificos e seus mecanismos de regulacado (PAGE;
SPINA, 2011; MAURICE et al.,, 2014; BINGHAM; SUDARSANAM; SRINIVASAN,
2006). Dos subtipos de PDEs identificados até o momento, os de interesse para as
doencas inflamatdérias crénicas das vias aéreas, como a asma, sao a da familia 3, 7,
e, principalmente, 4 (MAURICE et al., 2014).

As PDE4 s&do responsaveis pela hidrolise seletiva de cAMP, sendo
classificadas como metalo-hidrolases (DE AZEVEDO; KUMMERLE, 2014). Esta
enzima possui em seu sitio catalitico fons de Zn®** e Mg?* capazes de formar
complexos com o substrato nucleotidico em questdo que auxiliam na reacdo de
hidrélise (XU et al.,, 2000) Estas enzimas estdo presentes em uma gama de
diferentes tecidos como células do sistema imunolégico, linfocitos T (GIEMBYCZ et
al., 1996), neutréfilos (NIELSON; VESTAL; STURM, 1990), mondcitos (SELDON et
al., 1995), eosindfilos (DENT et al., 1994), basofilos, endotélio (PEACHELL et al.,
1992), cérebro e musculo liso de vias aéreas (HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG,
2005).

A familia PDE4 é codificada por quatro genes que originam subtipos distintos,
a PDE4A, B, C e D que através de splicing alternativo originam mais de 25 isoformas
distintas, tornando essa familia a mais extensa dentre as PDEs (KERAVIS;
LUGNIER, 2012). As isoformas A, B, e D sdo as de maior relevancia em doencas
gue apresentam um carater inflamatério, como a asma, devido a sua expressao em
células inflamatérias humanas (células T e B, mondcitos, neutréfilos, eosindfilos,
células endoteliais e epiteliais das vias aéreas), aléem do préprio musculo liso das
vias aéreas (LUGNIER, 2006). J& a PDE4C é encontrada principalmente nos
testiculos, muasculo esquelético e sistema nervoso central (KODIMUTHALI;
JABARIS; PAL, 2008).
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A familia PDE4 possui diferentes sitio de inicializacdo/promotores e de
splicing de mRNA variavel, a transcricdo a partir dos quatro genes PDE4 resulta na
expressdo de mais de 25 isoformas diferentes da enzima PDE4, onde cada isoforma
tem uma regido N-terminal Unica que a caracteriza e confere a habilidade de
interagir com parceiros especificos, como proteinas acessorias ou de ancoragem, e
assim ser direcionada e localizada em regibes intracelulares especificas
(CEDERVALL et al., 2015). Quanto a sua estrutura molecular, cada isoforma de
PDE4 possui, aléem de uma regido N-terminal especifica, duas sequéncias
regulatorias denominadas upstream conserved region 1 (UCR1) e UCR2, as quais
sdo dominios cataliticos altamente conservados, e uma regido C-terminal especifica
para cada subfamilia de PDE4 (BOLGER et al. 1993). A UCR1 e UCR2 séao regides
regulatorias Unicas para cada isoforma de PDE4 e suas presencas, em conjunto
PDEs (McCAHILL et al., 2008).

As varias isoformas de PDE4 podem ainda ser categorizadas em 4 grupos de
acordo com a disposicdo das regides UCR1 e UCR2, sdo essas: 1) formas longas,
as quais possuem as regides UCR1 e 2 intactas; 2) formas curtas que perdem a
regido UCR1 mas conservam a UCR2; 3) formas super-curtas, que além de perder a
regido UCR1, apresentam um UCR2 N-terminalmente truncado; 4) forma ausente,
que possui 0 UCR1 e 2 truncados e cataliticamente inativos (HOUSLAY, 2001,
HOUSLAY; BAILLIE; MAURICE, 2007). A UCR1 e 2 funcionam como dominios
regulatorios que controlam a unidade catalitica das PDE4, uma vez que atuam como
sitios de fosforilagdo para as enzimas PKA e ERK (HOUSLAY; ADAMS, 2003).
Essas cinases possuem efeito regulatorio sobre as PDE4 ao fosforilar residuos de
serina presentes nos dominios regulatérios UCR1 e 2 ou préximos da porcéo
catalitica, respectivamente (MURTHY; ZHOU; MAKHLOUF, 2002).

Em especial, a fosforilagdo mediada pela PKA pode ativar todas as isoformas
longas de PDE4, uma vez que foi constatado que a elevacao intracelular de cAMP
leva ao aumento da atividade da PDE4 (MARCHMONT; HOUSLAY, 1980),
fornecendo um mecanismo de retroalimentacdo que reestabelece os niveis celulares
basais de cCAMP ap0s uma estimulagéo. Por fim, os dominios UCR séao interligados
por uma regido conhecida como linker region 1 (LR1) e ligados a regido catalitica

pela regido LR2. Essas pequenas regifes variam muito entre as subfamilias de
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PDE4 por motivos ainda néo elucidados até o presente momento (McCAHILL et al.,
2008).

A unidade catalitica da PDE4 é codificada por seis exons, é altamente
conservada entre os membros dessa familia e se conserva na ordem de,
aproximadamente, 75% da sequéncia de aminoacidos (BENDER; BEAVO, 2006).
Estudos de cristalografia de raios-X feitos com a isoforma PDE4B demonstraram que
a estrutura do sitio ativo é formada por uma reentrancia profunda presente no
dominio catalitico da enzima, ficando voltado diretamente para face externa e
exposto ao solvente. Este sitio € dividido em trés regibes com funcbes e
caracteristicas fisico-quimicas distintas (XU et al., 2000).

A primeira regido € formada pelo centro metalico composto de ions
divalentes, no qual esta presente o Zn?* (coordenado com residuos de histidina e
aspartato, além de duas moléculas de agua) e o fon Mg?* (coordenado com o
mesmo residuo de aspartato que coordena o Zn?*, bem como mais cinco moléculas
de agua). Esta regido € a responsavel pela hidrolise da ligacdo fosfodiéster do
substrato AMPc (XU et al., 2000; HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005; SPINA,
2008; KE, 2004; WANG, et al.,, 2007). A segunda regido possui uma cavidade
hidrofébica com residuos de aminoacidos apolares, como isoleucina e fenilalanina,
capazes de interagir por interagdes hidrofébicas e do tipo Tr- stacking,
respectivamente, com o anel planar purinico presente no AMPc. Nesta mesma
regido, encontra-se ainda o residuo de glutamina 369 que é responsavel por uma
importante interacdo com os nitrogénios da adenosina através de ligacao hidrogénio
(XU et al., 2000; KE, 2004; CARD, et al., 2004). Por fim, a terceira regido possui uma
cavidade hidrofilica constituida essencialmente de residuos de aminoacidos
hidrofilicos e preenchida com uma rede de moléculas de agua. Estas regides sao
denominadas respectivamente, sitio M, sitio Q e sitio S (XU et al., 2000; HOUSLAY;
SCHAFER; ZHANG, 2005; SPINA, 2008; CARD, et al., 2004; KE, 2004; WANG, et
al., 2007)

A hidrélise do AMPc ocorre através da interacdo desta molécula com os
residuos de aminoacidos presentes nos subdominios Q e M da porcéo catalitica das
PDE4. No sitio Q ocorre o reconhecimento do nucleo adenosina presente na
estrutura do substrato, e no sitio M ocorre a reacdo de hidrolise propriamente dita.
Neste, os atomos de oxigénio presentes na estrutura do substrato interagem com o0s

fons Zn** e Mg?, que atuam como Acidos de Lewis, tornando o &tomo de fésforo
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mais eletrofilico e suscetivel ao ataque do grupo hidroxila, gerado pela
desprotonacdo de uma molécula de 4gua coordenada nesta regido (XU et al., 2000;
HOUSLAY; ADAMS, 2003; HUAI et al., 2003). (Figura 6).

Figura 5 — Dominio catalitico da PDE4 com o cAMP. Subdominios destacados em verde,
para o subdominio S, em amarelo, para o subdominio M, e em vermelho para o subdominio
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Fonte: Adaptado de Azevedo e Kiimmerle (2014).

Dessa forma, drogas capazes de inibir as PDEs, em especial as PDE4,
aumentando o0s niveis citosolicos dos nucleotidios ciclicos e, consequentemente,
induzindo o relaxamento das vias aéreas seriam candidatas a possiveis farmacos
antiasmaticos. Nesse intuito, a quimica medicinal, uma ciéncia que objetiva a sintese
de compostos através da correlacdo de sua estrutura quimica e de uma atividade
farmacoldgica desejada (BARREIRO et al., 2002), é uma importante ferramenta para

o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.
2.3 A guimica medicinal e o caminho para novas possibilidades terapéuticas

A quimica medicinal engloba o planejamento racional de novas substancias
bioativas, envolvendo a sintese ou a modificagdo molecular de substancias; o
isolamento de principios ativos naturais (plantas, animais e minerais); a identificagédo
ou elucidagdo da estrutura; a descricdo das moléculas desde a sua constituicdo
atbmica (passando por relacbes entre a estrutura e as propriedades) até suas
caracteristicas estruturais quando das interagbes com os diferentes sistemas
biofases/biolégicos; a compreensdo em nivel molecular de processos

bioquimicos/farmacoldgicos, toxicolégicos e farmacocinéticos. E, finalmente, a
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proposicdo e validagdo de modelos matematicos através dos estudos de relacdes
entre a estrutura quimica e a atividade farmacologica e/ou toxicologica, permitindo
entdo a proposicdo de novas entidades de interesse (DO AMARAL; MONTANARI,
2002).

Esta area de conhecimento, utilizando diferentes estratégias metodoldgicas
complementares, é tradicional e reconhecidamente usada no planejamento de
farmacos. O desenvolvimento e sucesso em quimica medicinal requerem o
conhecimento e aplicacdo de estratégias metodoldgicas hibridas, no centro de um
grande espaco inter, trans e multidisciplinar fundamentadas por conhecimentos, por
exemplo, em biofisica, biologia molecular, bioquimica, clinica médica, estatistica,
fisico-quimica, fisiologia, matematica, neurobiologia, patologia, quimica bioldgica,
qguimica inorganica, quimica organica e quimica quantica (DO AMARAL,;
MONTANARI, 2002).

Um projeto de quimica medicinal compreende as etapas de descoberta,
otimizacdo e desenvolvimento do protétipo (WERMUTH, 2003). Entende-se por
descoberta a etapa destinada a eleicdo do alvo terapéutico, util para o tratamento de
uma determinada fisiopatologia, a aplicacdo de estratégias de planejamento
molecular para desenho de ligantes do alvo selecionado — utilizando as estratégias
de modificacdo molecular classicas da quimica medicinal, tais como bioisosterismo,
homologacado, simplificacdo e hibridacdo molecular (BARREIRO; MANSSOUR,
2001; BARREIRO, 2002; LIMA; BARREIRO, 2005), ou pelo emprego de técnicas
computacionais como a modelagem molecular e o estudo quantitativo da relagéao
estrutura quimica/atividade (QSAR). Compreende, ainda, realizar a determinacéo
das atividades farmacologicas do ligante, que uma vez ativo in vivo,
preferencialmente por via oral, passa a ser denominado protétipo (LIMA, 2007).

A etapa de otimizacdo compreende o melhoramento da estrutura do prot6tipo,
através de modificacdes planejadas com auxilio de técnicas definidas — que podem
identificar os diferentes niveis de contribuicdo farmacoférica, fornecer informacdes
sobre a conformacao bioativa e antecipar o indice de reconhecimento molecular pelo
alvo selecionado — visando o aumento da poténcia, seletividade, diminuicdo da
toxicidade, adequacdo do perfil farmacocinético (absorcédo, distribuicéo,
metabolismo, excrecdo e toxicidade, ADMET) e estabelecimento da relagcao
estrutura-atividade (SAR), a partir da sintese e avaliagcado farmacoldgica, in vitro e in

vivo, de séries congéneres ao prototipo identificado originalmente (WERMUTH,
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2003; BARREIRO; MANSSOUR, 2001). A etapa de desenvolvimento do protétipo
objetiva a otimizagdo de suas propriedades ADMET e farmacéuticas (solubilidade,
odor e sabor), de modo a viabilizar seu uso clinico, através da preparacao eventual
de pro-farmacos, complexos de inclusdo, microemulsdes, formulacdes de liberagcéao
lenta, entérica, etc ( WERMUTH, 2003).

Nesse contexto, o Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas (LASSBio®) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) vém
contribuindo com a pesquisa e desenvolvimento de novos compostos, visando
colaborar na obtengdo de novas drogas para o tratamento das mais variadas
enfermidades, e, em especial, as relacionadas ao trato respiratorio, a exemplo da
DPOC e da asma, buscando compostos eficientes e com efeitos colaterais mais
brandos, que ndo venham a comprometer a adesao ao tratamento. De maneira mais
especifica, 0 LASSBio® tem voltado sua atencdo sobre um importante alvo envolvido
no processo fisiopatolégico da asma, a PDEA4.

Devido a sua capacidade de modular os niveis celulares de cAMP, a PDE4
pode atuar regulando varias respostas biolégicas, como a acdo de mondcitos,
células T, neutrdéfilos, contracdo do musculo liso das vias aéreas, entre outras
fungbes. Somado a isso, o fato da PDE4 ser encontrada em muitos tecidos e
células, a exemplo dos leucécitos e do muasculo liso das vias aéreas, sugere um
grande potencial para intervenc¢des farmacologicas em varias doencas inflamatorias
das vias aéreas, como a asma (HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005).

Nesse sentido, foi planejado e desenvolvido o rolipram, um potente e seletivo
inibidor da PDE4, apresentando 100 vezes mais seletividade por esta isoforma com
relacdo as outras PDEs (HATZELMANN et al., 2010; MAURICE et al., 2014), além
de muitos outros representantes da mesma classe quimica (catecol ou dialcoxifenil)
que seguiram para triagem clinica no tratamento da asma, a exemplo da
zardaverina, filamilaste e mesopram. No entanto, tais estudos foram interrompidos
devido a estreita janela terapéutica desses farmacos, além dos efeitos colaterais
intensos de nausea, vomito e diarreia. Assim, a busca por inibidores de PDE4 “nao
emeéticos” e com maior janela terapéutica tem incentivado os quimicos medicinais a
desenvolverem novos candidatos (HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005).

Tomando o rolipram como molécula de partida, o LASSBio® planejou e
sintetizou uma nova série de derivados objetivando o desenvolvimento de

compostos ativos por via oral que ndo reproduzissem as caracteristicas indesejaveis
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supracitadas. Este estudo demonstrou que a substituicdo dos grupos amida e
ciclopentila pelos grupos sulfonamida e metoxila respectivamente, aumentou a
atividade inibitoria da PDE4 da nova série em relacdo ao precursor e diminuiu seus
efeitos adversos (MONTANA et al., 1998).

Em seguida, foi obtida uma série com derivados sulfonamidicos
funcionalizados, os quais foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir a PDE4
bruta e de inibir a degranulacdo de mastocitos e liberacdo tecidual de histamina in
vitro na concentragao de 100 uM, com base num modelo de liberagao anafilatica de
histamina, tendo como referéncia o rolipram. Considerando o fato de que todos os
compostos ativos dessa série apresentaram poténcias similares e com base na
triagem através do modelo de degranulacdo de mastocitos, o composto
LASSBIio-448 (Figura 7) apesar de ndo ter se mostrado o mais potente, foi
selecionado como protétipo da série utilizando-se como critério sua simplicidade
estrutural, uma vez que, tal caracteristica permitiia modificacdes estruturais
adicionais (NUNES, 2013).

Esse composto ainda foi avaliado quanto a sua capacidade de inibir, de forma
preventiva, o acumulo de eosinéfilos no pulmdo de camundongos desafiados com
ovalbumina (OVA), de inibir a hiper-reatividade pulmonar murina induzida pela
administracdo aerossdlica intranasal de OVA e de relaxar a traqueia de ratos pré-
contraidos com carbacol (CCh) (CARDOZO, 2010). Em conjunto, os resultados
obtidos corroboraram o perfil anti-PDE4 do LASSBIi0-448, caracterizando-o0 como um
novo prototipo inibidor seletivo da PDE4, ativo por via oral. Contudo, a baixa
poténcia apresentada compromete sua eventual aplicagdo como candidato a
farmaco, sugerindo a necessidade de otimizacédo estrutural.

Nesse intuito foi planejado e desenvolvido por Nunes (2013), utilizando o
LASSBIi0-448 como molécula precursora, duas novas séries de compostos quimicos:
a série I, com 12 compostos N-sulfonamidicos (17a-f e 18a-f) e a série Il, com 10
compostos N-sulfonilidrazonicos (19a-e e 20a-e), variando-se a natureza dos

radicais arilas ligados a fungao sulfonamida (Figura 8A e B).
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Figura 6 — Planejamento estrutural das séries | e Il analogas ao LASSBi0-448.
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Figura 7 — Rotas sintéticas para obtencédo dos compostos N-sulfonamidicos da série | (17a-
f; 18a-f) (A) e N-sulfonilidrazénicos da série Il (19a-e; 20a-e) (B).
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Essas duas séries foram avaliadas quanto a sua capacidade inibitoria frente
as isoformas de PDE4 humana (AlA, B1l, C e D3), sendo avaliados nas
concentracbes de 10 uM e 100 pM. Os resultados mostraram que houveram
diferencas nas atividades inibitérias apresentadas pelas séries metiladas e néo
metiladas, sendo que, de forma geral, 0s compostos ndo metilados apresentaram
atividade inibitoria (> 40%) frente as isoformas de PDE4 (NUNES, 2013).

Em um estudo mais recente, realizado por nosso grupo de pesquisa,
avaliou-se a resposta de alguns derivados da série Il (LASSBio-1846,
LASSBIi0-1847, LASSBI0-1848, LASSBIi0-1849 e LASSBIi0-1851) no modelo
funcional de mdusculo liso das vias aéreas de cobaias ndo asmaticos. Neste,
Medeiros (2015) evidenciou que todos os compostos avaliados apresentaram efeito
relaxante em traqueia de cobaia pré-contraida com carbacol (CCh), sendo o
LASSBIi0-1846 o de melhor perfil farmacologico (Tabela 2). Além disso, nesse
estudo também se caracterizou o mecanismo de acdo desse derivado, ficando
estabelecido a participacdo dos receptores adrenérgicos- e da via AC/CAMP/PKA,

além da inibicdo das PDEs.



64
Martins, |. R. R. Fundamentacao tedrica

Tabela 1 - Valores de pD, e de Ea.x dos LASSBio-1846, LASSBIi0-1847, LASSBIio-1848,
LASSBIi0-1849 e LASSBI0-1851 na presenca (E+) e na auséncia (E-) de epitélio funcional

em traqueia de cobaia ndo asmatico.

E+ E-

LASSBio pD, Enmax (%) pD, Emax (%)
1846 5,34 + 0,04%** 100 5,15 % 0,08% ** *** 100
1847 4,81 + 0,02 100 4,78 + 0,04 100
1848 4,51 + 0,03 100 4,44 + 0,03** 100
1849 420008 709%33 410007 97.9+12
1851 4,70 + 0,06 100 4,85 + 0,08 100

ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Bonferroni. E(+): ***p < 0,001 [1846 vs.
1847/1848/1849/1851]; *p < 0,001 [1847 vs. 1848/1849]; “p < 0,01 [1848 vs. 1849];
¥¥p < 0,001 [1849 vs. 1851] e E(-): *p < 0,05 [1846 vs. 1851]; **p < 0,01 [1846 vs. 1847];
**+p < 0,001 [1846 vs. 1848/1849]; *p < 0,05 [1847 vs. 1848]; **p < 0,001 [1847 vs. 1849];
£p < 0,05 [1848 vs. 1849]; *p < 0,01 [1848 vs. 1851]; *¥p < 0,001 [1849 vs. 1851].

Fonte: Medeiros, 2015.

Diante do exposto, com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de
novos candidatos a farmaco com potencial terapéutico na asma ou que possam ser
utilizados como ferramenta farmacologica, decidiu-se avaliar outros membros da
série Il (LASSBio-1624, LASSBIi0-1632 e LASSBI0-1850), além do precursor
LASSBIi0-448 no modelo funcional de musculo liso das vias aéreas de cobaia. Os
compostos LASSBIio-1624, LASSBIi0-1632, LASSBi0-1846, LASSBIio-1847,
LASSBIi0-1848, LASSBIi0-1849, LASSBIi0-1850 e LASSBIi0-1851 (Figura 9), todos
derivados N-sulfonilidrazénicos (série Il), além do seu precurso, LASSBio-448,
também foram avaliados em um modelo de asma alérgica em cobaias visando
melhor mimetizar o perfil de hiper-responsividade da musculatura lisa das vias
aéreas asmaticas, para assim fornecer dados mais fidedignos da agdo desses
derivados nessa enfermidade e, por fim, contribuir na selecdo de novas candidatas

a farmacos antiasmaticos.
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Figura 8 - Estruturas quimicas do rolipram, LASSBIio-448, LASSBIi0-1624, LASSBIio-1632,

LASSBIi0-1846,
LASSBio-1851.
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3.1 Geral

No presente estudo objetivou-se implantar e padronizar um modelo de asma
alérgica em cobaias (Cavia porcellus) no Laboratério de Farmacologia Funcional
“Prof. George Thomas” e investigar-se uma possivel acao relaxante de uma série de
derivados sintéticos N-sulfonilidrazonicos do LASSBIi0-448, inibidores de PDE4, em
musculo liso respiratério de cobaias asmaticos e ndo asmaticos, com a finalidade de
contribuir para a busca de novas substancias para o alivio ou controle dos sintomas

da asma.

3.2 Especificos

» Validar o modelo de asma alérgica em cobaias (Cavia porcellus) através

de uma abordagem histoldgica e funcional.

» Investigar um possivel efeito relaxante dos derivados N-sulfonilidrazénicos
(LASSBIio0-448, LASSBI0-1624, LASSBIi0-1632, LASSBI0-1846, LASSBiIo-
1847, LASSBI0-1848, LASSBIi0-1849, LASSBIi0-1850 e LASSBIi0-1851) em
traqueia de cobaias asmaticos e comparar suas poténcias e eficicias

relativas em cobaias ndo asmaticos.

» Caracterizar o mecanismo de acdo relaxante do derivado N-
sulfonilidrazénico de maior poténcia e/ou eficacia relativas em traqueia de

cobaias ndo asmaéticos e asmaticos, investigando a(o):

e papel do receptor adrenérgico-f3,;

e envolvimento da via de transduc¢éo da AC;

e participacdo de PDEs na via do nucleotidio ciclico CAMP;
e ativacdo da PKA;

e nivel tecidual de cAMP.
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Produtos teste

Os derivados LASSBIi0-448, LASSBIio-1624, LASSBIi0-1632, LASSBIio-1846,
LASSBIi0-1847, LASSBIi0-1848, LASSBIi0-1849, LASSBIi0-1850 e LASSBIi0-1851 de
massas moleculares 379,2; 378,4; 392,4; 364,4; 334,1; 348,1, 388,1; 402,1 e 320,1
u.m.a, respectivamente, foram gentilmente cedidos pelos professores Dr. Eliezer
Jesus de Lacerda Barreiro e Dra. Lidia Moreira Lima ambos do Laboratorio de
Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio) da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ).

4.1.2 Animais

Eram utilizadas cobaias (Cavia porcellus) de ambos o0s sexos, pesando entre
286,0-490,0 g para os animais ndo asmaticos e entre 211,0-423,0 g para 0s animais
asmaticos provenientes do Biotério Prof. Thomas George 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 rac&o tipo pellets (Presence®) com
acesso a agua ad libitum, ventilacdo e temperatura (21 +1 °C) controladas e
constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o
periodo claro das 6-18 h. Todos os procedimentos experimentais eram realizados
seguindo os principios de cuidados com animais, submetidos e previamente
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB sob niimero
de certiddo 0610/11 (Anexo A).

4.1.3 Drogas e Reagentes

O sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H,0), o cloreto de célcio
di-hidratado (CaCl,.2H,0), a glicose (CsH120¢), 0 cloreto de sdédio (NaCl), o
bicarbonato de soédio (NaHCOg3), o cloreto de potassio (KCI), o hidroxido de sodio
(NaOH),o fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) e o acido cloridrico (HCI) foram

obtidos da Vetec (Brasil). Estas substancias, exceto a C¢H1,06, 0 NaHCO3; e 0 NaCl
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eram dissolvidas, diluidas em &gua destilada para obtencdo de cada
solugcéo-estoque e mantidas sob refrigeracéo.

O etanol absoluto foi obtido da FMaia (Brasil). O cloridrato de carbamilcolina
(CCh), o &cido araquiddnico (AA), o cremophor®, a aminofilina, o rolipram, o
hidréxido de aluminio, a ovalbumina (OVA), a forscolina e o propranolol foram
obtidos da Sigma-Aldrich (Brasil). O H-89 foi obtido da Cayman Chemical Company
(EUA). Estas substancias eram mantidas em um “freezer’ a temperatura de -20 °C,
dissolvidas e diluidas em agua destilada, exceto o AA, o rolipram e o H-89 que eram
dissolvidos em etanol absoluto.

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

Martins (Brasil).

4.1.4 Preparacéo das solucdes estoque dos produtos teste

Os derivados foram solubilizados em Cremophor® (3%) e diluidos em agua
destilada para obtencdo das solucdes-estoque (102 M) que eram estocadas em
geladeira a uma temperatura de 4 °C e rediluidas em agua destilada de acordo com
a necessidade de cada protocolo experimental. A concentracéo final de Cremophor®
nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v). Nesta concentracdo o Cremophor® é
desprovido de efeito contratil ou relaxante significante no érgéo estudado, de acordo
com dados obtidos em experimentos anteriores. As concentracdes dos derivados
eram utilizadas sempre em multiplos de 3. Na triagem farmacolégica eram testadas
as concentracoes de 3 x 10° M e de 10* M e quando o efeito relaxante era superior
a 50 e 75%, respectivamente, diminuiam-se as concentracfes até aquela de efeito

0% a fim de se obter uma curva concentracéo-resposta.
4.1.5 Solugéo nutritiva
Para a realizacao dos experimentos, era utilizada a solugao nutritiva de Krebs

normal ajustada ao pH 7,4 com HC| ou NaOH 1N e gaseificada com mistura

carbogénica, cuja composicao esta descrita abaixo:
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Tabela 2 — Composicao da solucédo de Krebs normal.

Substancia Concentracdo (mM)

NaCl 118,0
KCI 4,6
KH,PO, 1,1
MgSO, 5,7
CaCl, 2,5
NaHCO; 25,0
Glicose 11,0

4.1.6 Equipamentos

As contracdes isométricas foram registradas por meio de transdutores de
forca isométricos (Figura 10) modelo TIM-05 AVS (Sao Carlos, SP, Brasil) (50
gramas), conectados a um amplificador (Figura 11) modelo AECADO4F AVS (Séo
Carlos, SP, Brasil), os quais estavam conectados a um computador (Figura 11)
utilizando o programa AQCAD para aquisicdo dos dados e ANCAD para analise,
ambos da AVS (Séo Carlos, SP, Brasil). Os 6rgdos eram suspensos em cubas de 6
mL em um banho para érgaos isolados modelo BOI-04 AVS (S&o Carlos, SP, Brasil),
o qual contém uma bomba termostatica modelo BT-60 AVS (Sé&o Carlos, SP, Brasil)
para o controle da temperatura das cubas (Figuras 10).

Os valores de pH eram verificados através de um pHmetro digital PG2000
GEHAKA (Sao Paulo, SP, Brasil) e todas as substancias eram pesadas em balanca
analitica MARTE AY220 (Sao Paulo, SP, Brasil) (Figuras 11). Os animais eram

pesados em balanca semianalitica GEHAKA (S&o Paulo, SP, Brasil).
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Figura 9 — Foto do sistema de banhos para 6rgaos isolados composto por cubas de vidro

(A), transdutores isométricos (B) e bomba termostatica (C).

Fonte: Monteiro, 2013.
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Figura 10 — Fotos do amplificador (A), microcomputador (B), pHmetro digital (C) e da

balanca analitica (D)

Fonte: Martins, 2016.
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4.2 METODOS
4.2.1 Implantacédo e padronizacdo do modelo de asma em cobaia
4.2.1.1 Sensibilizag&o dos animais

Os cobaias eram sensibilizados no 1° dia no protocolo de sensibilizacéo pela
administracdo de ovalbumina (OVA) (60 ug/mL, i.p. e s.c.), como agente
sensibilizante, e hidréxido de aluminio (1 mg/mL, i.p. e s.c.) como adjuvante,
dissolvidos em solucéo salina (NaCl 0,9%). No 8° dia, os animais recebiam o desafio
antigénico com OVA (3 mg/mL) dissolvida em solugdo salina por nebulizacdo
durante 5 minutos (Figuras 12 e 13). No 15° dia, os cobaias recebiam outro desafio
com OVA (1 mg/mL) em solugéo salina por nebulizagcdo durante 1 minuto. Por fim,
0S animais eram eutanasiados entre o 21° e o 25° dias apos o inicio do tratamento
(ESPINOZA; MONTANO; PERUSQUIA, 2013).

Figura 11 — Procedimento de indugcéo de asma.

OVA 60 pg/mL
Al(OH); 1 mg/mL

ﬁ s.c.ei.p.

8 15 21-25
Inalagéo 3 mg/mL Inalagdo 1 mg/mL Experimento
de OVA de OVA

Fonte: Martins, 2016.
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Figura 12 — Sistema utilizado para nebuliza¢éo dos cobaias composto por nebulizador (A) e

compartimento de inalagdo (B).

Fonte: Martins, 2016.

4.2.1.2 Avaliagdo histolégica dos pulmbes de cobaias n&o asméticos e

asmaticos

Os cobaias eram eutanasiados por deslocamento cervical seguido da secgéo
dos vasos transversais. Em seguida, era obtida uma por¢cdo do pulmdo, tanto dos
animais nao asmaticos (controle) e asmaticos que, apos dissecacao, era lavado com
solucéo salina (5 mL) e em seguida fixado em formaldeido 10% (v/v) por tempo
variavel.

As amostras previamente fixadas eram submetidas a um procedimento
histolégico em um processador de tecidos (Figura 14A) e, em seguida, realizado a
inclusdo em parafina. Este procedimento incluiu as seguintes etapas: 1)
desidratacdo do tecido em uma série alcodlica crescente (70% por 24 h; 80, 96 e
100% (3 banhos) por 1 h cada; 2) diafanizagdo ou clareamento em que o tecido era
banhado em alcool 100% e xilol (1:1) por 1 h, seguidos de dois banhos em xilol puro
por 1 h cada; 3) inclusédo em parafina, em que o tecido passou por dois banhos de
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parafina liquida (aquecida a 50 °C) por 1 h cada. Em seguida, os tecidos eram
emblocados em uma nova parafina (Figura 14B).

Os blocos obtidos eram cortados a 5 ym de espessura em secc¢éao transversal
dos pulmdes utilizando um micrétomo rotativo (Figura 14C). Os cortes obtidos eram
corados com Hematoxilna de Mayer e Eosina (HOWARD et al. 2004; EVANS et al.,
2012). As laminas obtidas eram analisadas em microscopio 6ptico com camera

acoplada, onde foram fotografadas (Figura 14D).
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Figura 13 — Fotos do Processador de tecidos (A), pulmdo emblocado em parafina (B),

micrétomo rotativo (C) e microscépio 6ptico com camera acoplada (D).

Fonte: Queiroga, 2013; Martins, 2016.
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4.2.1.3 Preparacéo dos anéis de traqueia isolada de cobaia

Os cobaias eram eutanasiados como descrito no item anterior. A traqueia era
retirada e limpa de todo o tecido conjuntivo e adiposo, em seguida dividido em
segmentos, contendo 3-4 anéis de cartilagem cada. Esses segmentos eram
suspensos individualmente por hastes de aco inoxidavel em cubas de vidro (6 mL)
contendo solucédo nutritiva de Krebs normal e sob tensédo de 1 g. Os anéis eram
mantidos a uma temperatura de 37 °C, aerados com carbogénio, e mantidos em
repouso durante no minimo 60 minutos, sendo a solucéo trocada a cada 15 minutos.
Apoés o periodo de estabilizacdo, uma primeira contracdo era induzida pela adicédo
de 10° M de CCh & cuba.

A integridade do epitélio da traqueia era verificada pela adicdo de AA a cuba
na concentracdo de 10*M (TSCHIRHART et al., 1987) durante a fase tonica da
primeira resposta induzida por CCh, onde anéis que apresentaram 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 uma leve friccdo da camada epitelial, que se encontra voltada para a
luz do orgdo, utilizando-se uma haste de aco inoxidavel envolta em algodao e
embebida com solucéo de Krebs. A retirada do epitélio era confirmada pela auséncia
de relaxamento em resposta a adi¢cdo de AA a cuba ou quando este relaxamento era

inferior a 10%, sendo este anel considerado sem epitélio funcional.

4.2.1.4 Efeito da OVA (reacao de Schultz-Dale) sobre a traqueia de cobaias néo

asmaticos e asmaticos

A obtencéo do 6rgao era executada de acordo com o item 4.2.1.3 Os anéis de
tragqueia eram mantidos em solucdo de Krebs por 60 minutos, sendo a solucdo
trocada a cada 15 minutos. Apds esse periodo, 10 ug/mL de OVA (CHAND; EYRE,
1978; BASTOS et al.,, 2009) era adicionada a cuba sobre as preparacdes e em
seguida era observado um possivel efeito contratil induzido pela OVA sobre a
traqueia de cobaias ndo asmaticos e asmaticos, sendo os valores de Enax (efeito

maximo) obtidos para cada situacao.



79
Martins, |. R. R. Material e métodos

4.2.1.5 Efeito dos agonistas contrateis CCh e histamina sobre a traqueia de

cobaias ndo asmaticos e asmaticos

A obtencao do 6rgao e a integridade do epitélio eram realizadas de acordo
com o item 4.2.1.2. Os segmentos eram mantidos em solucdo de Krebs por 60
minutos, sendo a solucdo trocada a cada 15 minutos. Apds esse periodo de
estabilizacdo, era investigado o efeito contratii do CCh, um agonista muscarinico
(BLACK et al., 1986), e da histamina, um agonista histaminérgico (BRAUNSTEIN et
al., 1988), sobre os anéis de traqueia de animais ndo asmaticos ou asmaticos. Os
agonistas eram adicionados a cuba de maneira cumulativa, em preparacoes
distintas, e o efeito contréatil observado a fim de construir uma curva concentracdes-
resposta para cada situacdo. Os valores de pD, (logaritmo negativo, na base 10, da
concentracdo molar de uma substancia que produz 50% de seu efeito maximo),

calculados por regressao nao linear, e de Enax eram obtidos cada agonista contrétil.

4.2.1.6 Efeito dos agonistas relaxantes isoprenalina e aminofilina sobre a

traqueia de cobaias ndo asmaticos e asmaticos

A obtencdo do 6rgédo e a integridade do epitélio eram realizadas conforme
descrito acima. Apds o periodo de estabilizacdo, era investigado o efeito relaxante
da isoprenalina, um agonista 3-adrenérgico (ITO et al., 1995), e da aminofilina, um
inibidor inespecifico das fosfodiesterases (LIU et al., 2003), sobre os anéis de
traqueia de animais ndo asmaticos ou asmaticos. Era induzida uma contragdo com
10® M de CCh e ap6s a formacdo do componente ténico sustentado, os agonistas
eram adicionados a cuba de maneira cumulativa, em preparacfes distintas, e o
efeito relaxante observado a fim de construir uma curva concentracdes-resposta
para cada agonista mencionado. Os valores de pD, de cada agonista relaxante eram
obtidos por regresséo néao linear.

4.2.2 Triagem farmacolégica dos derivados N-sulfonilidrazdénicos

4.2.2.1 Efeito dos derivados sobre a contracdo tonica induzida por CCh em

traqueia de cobaias ndo asmaticos
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A obtencé&o dos 6rgaos e a integridade do epitélio eram realizadas de acordo
com o item 4.2.1.3 Os segmentos eram mantidos em repouso durante 60 minutos,
sendo a solugcédo trocada a cada 15 minutos. Apos o periodo de estabilizacéo,
investigou-se o efeito relaxante dos derivados LASSBIi0-448, LASSBIio-1624,
LASSBIi0-1632 e LASSBIi0-1850 sobre a traqueia de animais ndo asmaticos pré-
contraida com CCh, onde eram obtidas duas contracBes tbnicas de magnitudes
similares induzidas por 10 M do agonista supracitado e consideradas como controle
e, durante a fase tonica da segunda resposta, os derivados eram adicionados,
individualmente, de maneira cumulativa a cuba. Eram realizados experimentos tanto
na auséncia quanto na presenca de epitélio funcional.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao inicial
induzida pelo CCh, sendo os valores de pD, obtidos por regresséo nao linear a partir

das curvas concentracdes-resposta de cada derivado.

4.2.2.2 Efeito dos derivados sobre a contracdo tdnica induzida por CCh em

traqueia de cobaias asmaticos

A obtencéo dos 6rgaos e a integridade do epitélio eram realizadas conforme
descrito acima. Os segmentos eram mantidos em repouso durante 60 minutos,
sendo a solucdo trocada a cada 15 minutos. Apos o periodo de estabilizacao,
investigou-se o0 efeito relaxante dos compostos LASSBIi0-448, LASSBIio-1624,
LASSBIi0-1632, LASSBI0-1846, LASSBI0-1847, LASSBI0-1848, LASSBI0-1849,
LASSBIi0-1850 e LASSBI0-1851 sobre a traqueia dos cobaias asmaticos pré-
contraida com CCh, onde eram obtidas duas contracbes tbnicas de magnitudes
similares induzidas por 10 M do agonista supracitado e consideradas como controle
e, durante a fase tonica da segunda resposta, os compostos eram adicionados,
individualmente, de maneira cumulativa a cuba. Eram realizados experimentos tanto
na auséncia quanto na presenca de epitélio funcional.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao inicial
induzida pelo CCh, sendo os valores de pD; obtidos por regresséo nao linear a partir

das curvas concentracdes-resposta de cada derivado.

4.2.3 Investigagdo do mecanismo de acdo funcional do LASSBio-1847 em

cobaias ndao asmaticos e asmaticos
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4.2.3.1 Participacdo dos receptores adrenérgicos-f8

4.2.3.1.1 Efeito do LASSBi0-1847 sobre as contra¢gfes tdnicas induzidas por

CCh na auséncia e na presenca de propranolol

A traqueia era montada conforme o item 4.2.1.3. Ap0s o periodo de
estabilizacdo, 3 x 107, 10° ou 3 x 10°® M de propranolol, um bloqueador
adrenérgico-B néo seletivo (BILOIKOVA; BAUER; KOLENA, 1987), era pré-incubado
por 20 minutos em preparacdes distintas e uma resposta contratii com CCh era
induzida. ApOGs a estabilizacdo do componente tbnico dessa contracdo, o
LASSBIio-1847, era adicionado a cuba em concentracfes crescentes de maneira
cumulativa e seu efeito relaxante era registrado. O efeito do LASSBIi0-1847 era
avaliado na auséncia do propranolol e tomado como controle. Os valores de pD, do
LASSBIio-1847 foram comparados como descrito anteriormente.

4.2.3.1.2 Efeito da isoprenalina sobre as contra¢gfes tonicas induzidas por CCh

na auséncia e presenca do LASSBi0-1847

A traqueia era montada conforme o item 4.2.1.3. Ap06s o0 periodo de
estabilizacéo, 3 x 10° ou 10° M do LASSBi0-1847 era pré-incubado por 20 minutos
em preparacdes distintas de cobaias ndo asméaticos e asmaticos, respectivamente, e
uma resposta contratil com CCh era induzida. Apés a estabilizagdo do componente
tbnico dessa contracao, a isoprenalina, um agonista p-adrenérgico (ITO et al., 1995),
era adicionada a cuba em concentracdes crescentes de maneira cumulativa e seu
efeito relaxante era registrado. O efeito da isoprenalina era avaliado na auséncia do
LASSBI0-1847 e tomado como controle. Os valores de pD, da isoprenalina foram

comparados como descrito anteriormente.
4.2.3.2 Investigacao da participacao da via AC/cAMP/PKA

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

auséncia e na presenca do LASSBi0-1847
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A traqueia era montada conforme o item 4.2.1.3. Ap0s o periodo de
estabilizacdo, o LASSBIi0-1847 era pré-incubado por 20 minutos na concentracao
gue mais se aproximasse ao seu valor de pD, e uma resposta contratil com CCh era
induzida. Apdés a estabilizacdo do componente ténico dessa contracdo, a forscolina,
um ativador de ciclase de adenilii (BROOKER; PEDONE; BAROVSKY, 1983), era
adicionado a cuba em concentracfes crescentes de maneira cumulativa e seu efeito
relaxante era registrado. O efeito da forscolina era avaliado na auséncia do
LASSBIio-1847 e tomado como controle. Os valores de pD, da forscolina foram

calculados e comparados como descrito anteriormente.

4.2.3.2.2 Efeito da aminofilina sobre as contra¢cdes tonicas induzidas por CCh

na auséncia e na presenca do LASSBi0-1847

A traqueia era montada conforme o item 4.2.1.3, em seguida as preparagcdes
eram expostas por 20 minutos ao LASSBIi0-1847 na concentracdo que mais se
aproximasse ao seu valor de pD, e uma segunda resposta contratii ao CCh era
obtida. Apo6s a estabilizacdo dessa segunda contracdo, durante a sua fase tonica e
sustentada, a aminofilina, um inibidor ndo seletivo de PDEs (LIU et al., 2003), era
adicionada a cuba de maneira cumulativa e seus efeitos relaxantes registrados. O
efeito da aminofilina foi avaliado em experimentos concomitantes na auséncia do
LASSBIi0-1847. Foram comparados os valores de pD, da aminofilina na auséncia e

presenca do derivado.

4.2.3.2.3 Efeito do LASSBi0-1847 sobre as contra¢gfes tbnicas induzidas por

CCh na auséncia e na presenca do H-89

A tragueia era montada conforme o item 4.2.1.3 e apO6s o periodo de
estabilizacéo, era incubado por 30 minutos 107, 3 x 107 e 10° M de H-89, inibidor
seletivo de PKA (LOCHNER; MOOLMAN, 2006; IRIE-N'GUESSAN et al., 2011) e
uma resposta contratil com CCh era induzida. Apos a estabilizacdo do componente
tbnico dessa contracéo, o LASSBI0-1847 era adicionado a cuba em concentracdes
crescentes de maneira cumulativa e seu efeito relaxante era registrado. O efeito do
LASSBI0-1847 era avaliado na auséncia do H-89 e tomado como controle. Os

valores de pD, do LASSBIi0-1847 foram comparados como descrito anteriormente.
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4.2.3.2.4 Quantificacdo dos niveis teciduais de cCAMP

A traqueia era montada conforme o item 4.2.1.3 e estabilizada por 60 minutos.
Em seguida, era induzida uma resposta contratii com CCh e apos a formacdo do
componente ténico dessa contracéo, era adicionado 10 M de rolipram, um inibidor
seletivo das PDE4 (DAL PIAZ; GIOVANNONI, 2000), ou 10°, 3 x 10° e 10* M de
LASSBIio-1847, em preparacOes distintas e observado o efeito relaxante de cada
situacdo. Ao obter-se o efeito maximo de cada substancia, os anéis de traqueia
eram coletados e imediatamente armazenados em nitrogénio liquido.

Posteriormente, uma solucdo a 5% de acido tricloroacético (TCA) era
adicionada ao tecido congelado, na propor¢cdo de um mL da solucdo para cada
grama do tecido, e homogeneizado em gelo. O homogenato obtido foi centrifugado
por 10 minutos a 1500 g e o sobrenadante cuidadosamente transferido para um tubo
limpo, realizando-se em seguida a remocdo do TCA com uma solucdo de agua
saturada com éter, numa proporcdo de cinco volumes dessa mistura para cada
volume do sobrenadante obtido na centrifugacdo, sendo esse processo realizado
mais duas vezes. Por fim, o éter residual era removido da amostra por aquecimento
a 70 °C em banho-maria por 5 minutos.

A quantificacdo do conteido de cAMP nas amostras foi realizado utilizando-se
uma kit de ELISA para quantificacdo de cAMP (Cayman Chemical Company,
Michigan, EUA). De acordo com o procedimento descrito no kit, a placa de ELISA
com 96 pocos foi preparada e a curva de dosagem padrao foi adicionada a placa
(50 pL/poco), em duplicata, em seguida adicionou-se as amostras provenientes dos
anéis tratados com rolipram ou LASSBIi0-1847 nos pocos previamente determinados
(50 pL/pocgo).

Por fim, a placa foi coberta com papel filme e incubada por 18 horas a 4 °C
para o desenvolvimento da reacdo com 0s reagentes previamente adicionados de
acordo com o procedimento padrdo do kit. Apés esse periodo, 0s reagentes foram
removidos, 0s pocos lavados e realizado a leitura da placa em um leitor de placas de
ELISA no comprimento de onda entre 405 e 420 nm. Os dados de densidade Otica
foram transformados para concentracao de acordo com a curva de solugdes padréo

descritas no procedimento contido no guia do fabricante.
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + e.p.m. e
analisados estatisticamente empregando-se o teste t (ndo-pareado) ou analise de
variancia (ANOVA) one-way seguido do poés-teste de Bonferroni e as diferencas
entre as médias foram consideradas significantes quando os valores de p < 0,05.

Como parametro de eficacia foi utilizado o efeito maximo (Emax) € como
parametro de poténcia foi utilizado o pD, . Os valores de pD, (NEUBIG et al., 2003)
foram calculados por regresséo néo linear para todos os experimentos realizados.

Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism versao
5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).
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5.1 Implantacao e padronizacdo do modelo de asma em cobaia

5.1.1 Avaliacdo histolégica dos pulmdes dos cobaias ndo asmaticos e

asmaticos

A partir do pulmdo de cobaias ndo asmaticos foram obtidos os cortes
histologicos controles (Figura 15A), onde € possivel evidenciar um bronquiolo
terminal (BT), o qual é constituido por uma camada delgada de musculo liso (ML),
além de uma arteriola pulmonar (AP). A amostra histolégica obtida dos pulmdes de
cobaias submetidos ao processo de indugcdo de asma mostrou que as vias aéreas
desse animais apresentavam uma hipertrofia da camada muscular lisa no bronquiolo
terminal e reducdo no diametro luminal dessas vias (seta azul), um infiltrado de
células inflamatérias (seta verde), além de alteracbes vasculares como tunica
adventicia irregular, infiltrado de células e uma possivel vasodilatacdo (setas

vermelhas) (Figura 15B e C).
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Figura 14 — Imagens histologicas obtidas a partir de pulmdes de cobaias ndo asmaticos (A)
e asméticos (B e C), destacando-se infiltrado de células inflamatérias (setas verdes),
alteracdes nas vias aéreas (setas azuis) e vaso sanguineo (setas vermelhas) (H.E., 40x).

o

e . s

BT = Bronquiolo terminal; ML = musculo liso; AP: arteriola pulmonar

Fonte: Martins, 2016.
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5.1.2 Efeito da OVA (reacédo de Schultz-Dale) sobre a traqueia de cobaias néo

asmaticos e asmaticos

A adicdo de 10° M de CCh nos anéis de traqueia isolados dos cobaias nado
asmaticos induziu uma contracao sustentada com Enax = 2,65 £ 0,29 g, valor similar
ao observado nas traqueias dos cobaias asmaticos, onde o Enax foi de 3,26 + 0,34 g,
ndo havendo diferenca estatistica entre esses valores (Figura 15A e Gréfico 1A). Por
sua vez, A adicdo de 10 ug/mL de OVA as preparacbes de animais ndo asmaticos
nao induziu qualquer alteracdo no ténus basal do 6rgao, diferentemente do efeito
contrétil observado nos animais previamente sensibilizados, onde se observou uma

contragao significante com En .« de 2,64 + 0,19 g (Figura 15B e Grafico 1B).
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Figura 15 — Registros representativos do efeito de 10° M de CCh e de 10 pg/mL de OVA
em anéis de traqueia de cobaia ndo asmaticos (A) e asmaticos (B).
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CCh = carbacol; OVA = ovalbumina; L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Gréafico 1 — Efeito de 10° M de CCh (A) e de
cobaias ndo asmaticos e asmaticos (n = 5).
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Teste T: *p < 0,05.

CCh = carbacol no animal ndo asmatico; ASM CCh = carbacol no animal asmatico;

OVA = ovalbumina no animal ndo asmatico; ASM OVA = ovalbumina no animal asmatico.

Fonte: Martins, 2016.
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5.1.3 Efeito do agonista contratii CCh sobre a tragueia de cobaias néo

asmaticos e asmaticos

A adicdo cumulativa do CCh (10° — 3 x 10®° M) induziu uma contracdo
dependente de concentracdo na traqueia de ambos 0s grupos de animais.

Em animais ndo asmaticos, o CCh induziu uma contracdo de maneira
equipotente tanto em traqueia com (pD, = 6,68 + 0,10) e quanto sem (pD, = 6,81 *
0,11) epitélio funcional (Figura 16A e B, Grafico 2A). Por sua vez, nos cobaias
asmaticos, o CCh apresentou valores de pD, de 6,50 = 0,08 e de 6,47 + 0,18 na
presenca e na auséncia do epitélio, respectivamente (Figura 16 C e D, Grafico 2B).

Quando o parémetro analisado foi a eficacia, na presenca de epitélio
obteve-se um Enax de 100% e de 104,1 + 8,7% para 0s animais ndo asmaticos e
asmaticos, respectivamente. Por sua vez, onde os valores de Enax para o CCh foram
100% e 112,5 + 8,9% para 0s animais ndo asmaticos e asmaticos, respectivamente
(Grafico 3).

Ao analisar estatisticamente os parametros de poténcia e eficacia entre os
animais ndo asmaticos e asmaticos, na presenca ou na auséncia de epitélio
funcional, constatou-se que nao houve nenhuma diferenga significante em nenhuma

das comparacdes possiveis.
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Figura 16 — Registros representativos da adigdo cumulativa de CCh sobre a traqueia de
cobaias ndo asméticos (A e B) e asmaticos (C e D) na presenca e auséncia de epitélio
funcional, respectivamente.
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Figura 16 — Continuagéo
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa de CCh nas
concentragdes de 10%; 3 x 10% 107; 3 x 107"; 10°% 3 x 10® 10° e 3 x 10™ (A, B, C e D).
CCh = carbacol, AA = acido araquidoénico, L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 2 — Efeito contratil da adicdo cumulativa de CCh sobre a traqueia de cobaias ndo
asmaticos (®, <) e asmaticos (¢, <) na presenca (A) e na auséncia (B) de epitélio
funcional.

= =
~ o N
g & &

Contracéao (%)
)

-log [CCh] M

B 125-

I
~ o
3

Contracao (%)
)

25+

9 8 7 6 5 4
-log [CCh] M

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

Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 3 — Efeito contratii maximo induzido pela adicdo de CCh sobre a traqueia de
cobaias ndo asmaticos e asmaticos na presenca e na auséncia de epitélio funcional (n = 5).
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E+ = presenca de epitélio no animal ndo asmatico; E- = auséncia de epitélio no animal ndo
asmatico; ASM E+ = presenca de epitélio no animal asmatico; ASM E- = auséncia de epitélio

no animal asmatico.

Fonte: Martins, 2016.
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5.1.4 Efeito do agonista contratil histamina sobre a traqueia de cobaias néao

asmaticos e asmaticos

A adicdo cumulativa da histamina (10® — 3 x 10* M) induziu uma contracéo
dependente de concentracdo em ambos 0s grupos de animais.

Em animais ndo asméticos, a histamina induziu uma contracdo de maneira
equipotente em traqueia com (pD; = 5,22 + 0,06) e sem (pD, = 5,36 + 0,11) epitélio
funcional (Figura 17A e B, Grafico 4). Nos animais asmaticos, a histamina também
produziu uma contracdo equipotente na traqueia com (pD, = 5,19 = 0,08) e sem
(pD2 = 5,54 £ 0,18) epitélio funcional (Figuras 17C e D, Grafico 4). Nao foi observada
diferenca significante entre os valores de pD;, quando se analisou os dados obtidos
tanto quando se levou em consideracdo o tratamento asmatico como quando se
analisou a presenca ou auséncia do epitélio funcional.

Quanto a eficacia da histamina, pode-se verificar que a mesma foi
significantemente maior nos cobaias asmaticos em detrimento aos ndo asmaticos.
Nos primeiros, os valores de Emax foram de 195,8 + 31,6% e de 144,1 + 12,6% e
comparados aos ndao asmaticos de 100% e 100%, na presenca e na auséncia do

epitélio, respectivamente (Gréfico 5).
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Figura 17 — Registros representativos da adicdo cumulativa de histamina sobre a traqueia
de cobaias ndo asmaticos (A e B) e asmaticos (C e D) na presenca e auséncia de epitélio
funcional.
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Figura 17 — Continuacéao
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa da histamina nas
concentracdes de 10%; 3x 10% 107, 3x 107; 10° 3x 10°, 10°; 3 x 10>, 10*e 3 x 10™ M (A,

B, C e D). CCh = carbacol, AA = acido araquidénico, L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 4 — Efeito contratil da adicdo cumulativa de histamina sobre a traqueia de cobaias
ndo asméaticos (M, [J) e asméticos (M, [ ]) 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 = 5.

Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 5 — Efeito contratil maximo induzido pela adicdo de histamina sobre a traqueia de
cobaias ndo asmaticos e asmaticos na presenca e na auséncia de epitélio funcional (n = 5).
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E+ = presenca de epitélio no animal ndo asmatico; E- = auséncia de epitélio no animal nao
asmatico; ASM E+ = presenca de epitélio no animal asmatico; ASM E- = auséncia de epitélio

no animal asmatico.

Fonte: Martins, 2016.
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5.1.5 Efeito do agonista relaxante isoprenalina sobre a traqueia de cobaias néo

asmaticos e asmaticos

A isoprenalina (10%° — 3 x 10® M) relaxou a traqueia de maneira
concentracao-resposta tanto nos animais ndo asmaticos como nos asmaticos.

Nos animais ndo asmaticos, a poténcia relaxante da isoprenalina pode ser
analisada pelos valores de pD, de 8,23 £ 0,08 e de 8,35 £ 0,05, na presenca e na
auséncia do epitélio funcional, respectivamente (Figura 18A e B, Grafico 6). No
animal asmatico, os valores de pD; da isoprenalina foram 8,27 £+ 0,11 e 8,31 = 0,08
na presenca e na auséncia do epitélio, respectivamente (Figura 18C e D, Grafico 6).
N&o foi observada diferenca significante entre os valores de pD, quando se analisou
os dados obtidos tanto quando se levou em consideracdo o tratamento asmatico
como quando se analisou a presenca ou auséncia do epitélio funcional.

Quanto a eficacia, obteve-se um Enax de 100% para a isoprenalina tanto para
0s cobaias ndo asmaticos como para 0s asmaticos, na presenca e auséncia de

epitélio funcional.
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Figura 18 — Registros representativos do efeito relaxante de isoprenalina sobre a traqueia
de cobaias ndo asmaéticos (A e B) e asmaticos (C e D) pré-contraida com 10° M de CCh na
presenca e auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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Figura 18 — Continuagéo
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa da isoprenalina nas
concentragdes de 10™; 3 x 10™% 10% 3 x 10°; 10® e 3 x 10® M (A, B, C e D). CCh =

carbacol, AA = acido araquidénico, L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 6 — Efeito relaxante da isoprenalina sobre a traqueia de cobaias ndo asmaticos
(A, A) e asmaticos (A, /\) pré-contraida com 10° M de CCh 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 = 5.

Fonte: Martins, 2016.
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5.1.6 Efeito do agonista relaxante aminofilina sobre a traqueia de cobaias néo

asmaticos e asmaticos

A adicdo cumulativa da aminofilina (10® — 3 x 10™* M) relaxou a traqueia de
maneira concentracdo-resposta tanto nos animais ndo asmaticos como nos
asmaticos.

Nos animais ndo asmaticos, a poténcia relaxante da aminofilina pode ser
analisada pelos valores de pD, que foram de 4,45 + 0,07 e de 4,19 + 0,07, na
presenca e na auséncia do epitélio, respectivamente (Figura 19A e B, Grafico 7A),
havendo uma maior poténcia relaxante na presenca do epitélio funcional. Nos
animais asmaticos, os valores de pD, foram 4,40 + 0,05 e de 4,49 + 0,03, na
presenca e na auséncia do epitélio, respectivamente (Figura 19C e D, Grafico 7B),
nao havendo diferenca significante entre essas poténcias. Em todas as situacfes a

eficacia maxima foi obtida (100%).
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Figura 19 — Registros representativos do efeito relaxante de aminofilina sobre a traqueia de
cobaias ndo asmaticos (A e B) e asmaéticos (C e D) pré-contraida com 10° M de CCh na
presenca e auséncia de epitélio funcional, respectivamente.
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Figura 19 — Continuagéo

C
AA
| [aminofilina] 10%-3 x 10* M
Yy y vy
L ¢ !
! !
t
CCh t S A
CCh
ol
10 min
D
AA L . .
! [aminofilina] 10%-3 x 10* M
Sl L2 S N A
T
} t
cch CCh

As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa da aminofilina nas
concentracdes de 10%; 3x 10 107; 3x 107; 10°% 3 x 10, 10%; 3 x 10°; 10*e 3 x 10* M (A,

B, C e D). CCh = carbacol, AA = acido araquiddnico, L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 7 — Efeito relaxante da aminofilina sobre a traqueia de cobaias ndo asmaticos
(@, O) e asmaticos (®, O) pré-contraida com 10° M de CCh 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 = 5.

Fonte: Martins, 2016.



109
Martins, |. R. R. Resultados

5.2 Triagem farmacologica

5.2.1 Efeito dos derivados N-sulfonilidrazénicos (LASSBi0-448, LASSBi0-1624,
LASSBIi0-1632 e LASSBIi0-1850) sobre a contragdo ténica induzida por CCh em

traqueia de cobaias ndo asmaticos

O LASSBI0-1850 (10® — 10 M, n = 3) relaxou de maneira significante os
anéis de traqueia de cobaia ndo asmatico pré-contraido por 10° M de CCh, no
entanto com uma baixa eficacia farmacolégica. Até a concentracdo de 10™* M esse
derivado induziu um relaxamento maximo de 26,2+7,5 e de 30,3%2,0% na
presenca e na auséncia de epitélio funcional (Gréfico 8, tabela 3), sendo o tempo de
relaxamento de 109,3 £+ 8,9 e de 107,7 = 9,3 minutos, respectivamente.

Diferentemente, o LASSBi0-448, o LASSBi0-1624 e o LASSBi0-1632 (10® —
3 x 10* M, n = 5) relaxaram de maneira significante os anéis de traqueia de cobaia
ndo asmaético pré-contraido com 10° M de CCh tanto na presenca (pD;=4,53 *
0,12; 4,96 £ 0,09 e 5,08 + 0,26) como na auséncia (4,36 + 0,08; 513 +0,15 e
5,09 £ 0,21) do epitélio funcional (Graficos 9, 10 e 11; Tabela 3), respectivamente. O
valor de Enax (100%) para esses trés derivados foi atingido na concentracdo de
3 x 10* M em ambas as situacoes.

Os tempos de relaxamento foram de 191,8 + 7,2 e de 185,5 + 10,3 minutos
para o LASSBIio-448, de 142,0 = 8,7 e de 1515 = 13,9 minutos para o
LASSBIio-1624 e de 175,6 + 15,6 e de 159,2 + 17,3 minutos para o LASSBIio-1632 na
presenca e na auséncia de epitélio funcional, respectivamente.

Comparando-se as poténcias do LASSBIi0-448, do LASSBIi0-1624 e do
LASSBIi0-1632 é possivel evidenciar uma equipoténcia entre esses trés derivados.

A responsividade da traqueia ao CCh foi revertida em até duas horas apos a

remocao dos derivados das preparacdes (dados nao mostrados).
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Grafico 8 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1850 em anéis de traqueia de cobaia ndo asmético
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca () e na auséncia (<) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.

Grafico 9 — Efeito relaxante do LASSBIio-448 em anéis de traqueia de cobaia ndo asmatico
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (®) e na auséncia (O) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 10 — Efeito relaxante do LASSBIio-1624 em anéis de traqueia de cobaia né&o

asmatico pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (M) e na auséncia ([J) 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: Martins, 2016.

Gréfico 11 — Efeito relaxante do LASSBIio-1632 em anéis de traqueia de cobaia nao

asmatico pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia (/\) de epitélio
funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a meédia e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.
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Tabela 3 - Valores de pD, do LASSBio-448, LASSBio-1624, LASSBio-1632, e

LASSBIi0-1850 na presenca e na auséncia de epitélio funcional em traqueia de cobaia nao

asmatico.
N&o asmatico
E (+) E ()
LASSBio pD, Emax (%) pD, Emax (%)
448 4,53+0,12 100 4,36 + 0,08 100
1624 4,96 + 0,09 100 5,13 +0,15 100
1632 5,08 + 0,26 100 5,09 £ 0,21 100
1850 - 26,2+7,5 - 30,3+2,0

E (+) = presenca de epitélio funcional; E (-) = auséncia de epitélio funcional.

Fonte: Martins, 2016.
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5.2.2 Efeito dos derivados N-sulfonilidrazénicos (LASSBi0-448, LASSBi0-1624,
LASSBIi0-1632, LASSBi0-1846, LASSBi0-1847, LASSBIi0-1848, LASSBi0-1849,
LASSBIi0-1850 e LASSBIi0-1851) sobre a contragédo tonica induzida por CCh em

traqueia de cobaias asmaticos

O LASSBI0-1850 (10® — 10 M, n = 3) relaxou de maneira significante os
anéis de traqueia de cobaia asmaético pré-contraido com 10°® M de CCh, no entanto
com uma baixa eficacia farmacolégica. Até a concentracdo de 10 M esse derivado
induziu um relaxamento maximo de 30,3 £ 2,3 e de 44,0 + 2,1% na presenca e na
auséncia de epitélio funcional (Grafico 12, Tabela 4), sendo o tempo de relaxamento
de 109,3 + 8,9 e de 107,7 £ 9,3 minutos, respectivamente.

Por sua vez, o LASSBIi0-448, o LASSBIio-1624, o LASSBIi0-1848, o
LASSBIi0-1849 e o LASSBI0-1851 relaxaram de maneira significante os anéis de
traqueia de cobaia asmatico pré-contraido com 10°M de CCh, tanto na presenca
(pD,=4,61 + 0,20; 4,88 + 0,18; 4,84 + 0,10; 4,19 + 0,10 e 4,82 +0,11) como na
auséncia (pD,=4,60 + 0,11; 4,93 £ 0,08; 4,59 + 0,04; 4,21 + 0,07 e 4,72 £ 0,08) do
epitélio funcional (Gréficos 13, 14, 15, 16 e 17; Tabela 4), respectivamente, néo
havendo diferenca de poténcia farmacolédgica entre esses derivados. OS Enax (100%)
dos LASSBI0-448, do LASSBIi0-1624, do LASSBIi0-1848, do LASSBIi0-1849 foram
atingidos na concentracdo de 3 x 10* M, enquanto que para o LASSBio-1851 foi
utilizado a concentracdo de 10™ M.

De acordo com a poténcia farmacolégica, o LASSBio-1632, o0 LASSBio-1846
e 0 LASSBIi0-1847 (10® — 3 x 10 M, n = 5) mostraram-se 0s mais potentes entre 0s
derivados avaliados, e equipotentes entre si, nos animais asmaticos. Esses
derivados relaxaram de maneira significante os anéis de traqueia de cobaia
asmatico pré-contraido com 10° M de CCh, tanto na presenca (pD,= 5,19 + 0,21;
5,39 + 0,13 e 5,26 + 0,07) como na auséncia (pD, = 5,50 = 0,15; 5,54 £ 0,07 e 5,44 +
0,07) do epitélio funcional (Graficos 18, 19 e 20; Tabela 4), respectivamente. O valor
de Emax (100%) do LASSBio-1632 foi atingido na concentracdo de 3 x 10*M na
presenca e de 10 M na auséncia de epitélio funcional, respectivamente, enquanto
que para o LASSBIi0-1846 e para o LASSBIi0-1847 0 Enax foi obtido na concentracao
de 3 x 10° M em ambas as condicdes.
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Os tempos de relaxamento para o LASSBI0-448, o LASSBIi0-1624, o
LASSBIi0-1632, 0 LASSBIi0-1846, o LASSBIi0-1847, 0o LASSBIi0-1848, o
LASSBIi0-1849 e o LASSBIi0-1851 foram de 175,8 +11,8; 142,8 + 6,7; 140,8 + 13,2;
106,0+4,55; 114,8 + 7,6; 118,7 £8,27; 150,3 + 59 e 149,2+ 12,4 minutos na
presenca e de 172,8 + 10,3; 163,2 + 11,5; 149,8 + 10,0; 96,6 + 6,4; 105,2 * 8,6;
120,0 + 16,9; 1454 + 116 e 1394 + 13,0 minutos de epitélio funcional,
respectivamente.

A responsividade da tragueia ao CCh foi revertida em até duas horas apos a

remocao dos derivados das preparacdes (dados nao mostrados).
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Grafico 12 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1850 em anéis de traqueia de cobaia asméatico

pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (<) e na auséncia (<) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.

Gréfico 13 — Efeito relaxante do LASSBIi0-448 em anéis de tragueia de cobaia asmatico
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (®) e na auséncia (O) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 14 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1624 em anéis de traqueia de cobaia asméatico
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (M) e na auséncia (CJ) 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: Martins, 2016.

Grafico 15 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1848 em anéis de traqueia de cobaia asméatico
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (*) e na auséncia (*r) 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: Martins, 2016.
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Grafico 16 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1849 em anéis de traqueia de cobaia asméatico
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca () e na auséncia ([>) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.

Gréfico 17 — Efeito relaxante do LASSBi0-1851 em anéis de traqueia de cobaia asmatico
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (©) e na auséncia (®) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 18 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1632 em anéis de traqueia de cobaia asméatico
pré-contraidos com 10°® M de CCh na presenca (A) e na auséncia (A\) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.

Grafico 19 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1846 em anéis de traqueia de cobaia asméatico
pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca (V) e na auséncia (V) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 20 — Efeito relaxante do LASSBIi0-1847 em anéis de traqueia de cobaia asmético
pré-contraidos com 10°® M de CCh na presenca () e na auséncia (<) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
Fonte: Martins, 2016.
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Tabela 4 — Valores de pD, do LASSBi0-448, LASSBIi0-1624, LASSBi0-1632, LASSBi0-1846,
LASSBIio-1847, LASSBIi0o-1848, LASSBIi0-1849, LASSBIi0-1850 e LASSBio-1851 na

presenca e na auséncia de epitélio funcional em traqueia de cobaia asmatico.

Asmatico
E (+) E()

LASSBio pD, Emax (%) pD; Emax (%)
448 4,61+0,20 100 4,60+0,11 100
1624 4,88+ 0,18 100 4,93 + 0,08 100
1632 5,19 + 0,21 100 5,50 + 0,15 100
1846 5,39 +0,13" 100 5,54 + 0,07" 100
1847 5,26 + 0,07° 100 5,44 +0,07° 100
1848 4,84 + 0,10 100 4,59 + 0,04 100
1849 4,19 + 0,10 100 4,21 +0,07% 100
1850 - 30,3+2,3 - 440+2,1
1851 4,82+0,11 100 4,72 + 0,08 100

E (+) = presenca de epitélio funcional; E (-) = auséncia de epitélio funcional.

ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Bonferroni.

E (+): *p < 0,05 [448 vs. 1632/1846/1847]; *p < 0,05 [1846 vs. 1848/1849/1851]; *p < 0,05
[1847 vs. 1848/1849]; *p < 0,05 [1632 vs. 1848/1849];

E (-): *p < 0,05 [448 vs. 1632/1846/1847]; “p < 0,05 [1846 vs. 1848/1849/1851]; ®p < 0,001
[1847 vs. 1848/1849/1851]; *p < 0,05 [1632 vs. 1848/1849/1851]; *p < 0,05 [1624 vs.1849].

Fonte: Martins, 2016.
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5.3 Investigacdo do mecanismo de acao, em nivel funcional, do LASSBi0-1847

em traqueia de cobaias ndo asmaticos e asmaticos

5.3.1 Participacéo dos receptores adrenérgicos-p

5.3.1.1 Efeito do LASSBi0-1847 sobre as contracdes tdnicas induzidas por CCh

na auséncia e na presencga de propranolol

O LASSBI0-1847 relaxou os anéis de traqueia de cobaia ndo asmaticos
pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (pD; = 4,81 + 0,02) e na presenca de
3 x 107 (pD;, = 4,80 + 0,08), de 10° (pD, = 5,00 + 0,04) e de 3 x 10° M (pD, = 4,57 +
0,10) de propranolol, um blogueador ndo seletivos dos receptores adrenérgicos-3
(Figura 20A, B, C e D, Gréafico 21A). Foi observado que na presenca de 3 x 107 M
do bloqueador ndo houve alteracdo significante da poténcia do derivado. Ja na
presenca de 10° M de propranolol, ocorreu um aumento na poténcia relaxante do
LASSBIi0-1847 foi aumentada em 1,8 vezes e na presenca de 3x10° M de
propranolol a poténcia do derivado foi atenuada em 2,0 vezes. A concentracdo do
LASSBIi0-1847 para produzir 0 Emax (100%) foi de 10“ M na auséncia e na presenca
do bloqueador foi de 3 x 107 e de 10° M. Quando na presenca de 3 x10° M do
propranolol foi necessario 3 x 10 M do derivado para se obter 0 Emax.

J& em cobaias asmaticos, o LASSBIi0-1847 relaxou a tragueia desses animais
pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia (pD; = 5,26 + 0,07) e na presenca de
3 x 107 (pD,=4,81 + 0,05), de 10°® (pD, = 4,78 + 0,07) e de 3x10° M
(pD2 = 4,48 £ 0,08) de propranolol (Figura 21A, B, C e D, Grafico 21B), havendo uma
atenuacao do efeito relaxante do derivado em 2,8, 3,2 e 6,2 vezes, respectivamente.
A concentracdo do LASSBIi0-1847 para produzir 0 Enax (100%) foi de 3 x 10° M na
auséncia do propranolol, de 10* M na presenca de 3 x 10" e 10° e de 3 x 10 na
presenca do 3 x 10° M do bloqueador.
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Figura 20 — Registros representativos do efeito relaxante do LASSBio-1847 em anéis de
traqueia de cobaias ndo asmaticos pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (A) e na
presenca de 3x10” (B), de 10 (C) e de 3x10° M (D) de propranolol.

[LASSBIi0-1847] 10°- 10" M

A Vo

N Y
~ M*

1 o

p:rgoprle(xjr_17o|1/lol CCh 15 min
X
[LASSBi0-1847] 10°- 10" M
C
111l
— Ras LY
1
!
1 t
propranolol CCh
10°Mm

D [LASSBi0-1847] 10° -3 x 10 M

T T
propranolol  cch \*«-
3x10°M

As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIio-1847 nas
concentracdes de 10%; 3 x 10®, 107; 3 x 107; 10° 3 x 10® 10°, 3 x 10°, 10* (A,Be C) e
3 x 10™ M (D). CCh = carbacol; L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Figura 21 — Registros representativos do efeito relaxante do LASSBio-1847 em anéis de
traqueia de cobaias asmaticos pré-contraidos com 10°® M de CCh na auséncia (A) e na
presenca de 3 x 107 (B), de 10° (C) e de 3 x 10°M (D) de propranolol.
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Figura 21 — Continuagéo
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBio-1847 nas
concentracoes de 10%; 3 x 10% 107; 3x 107; 10° 3 x10°; 10°, 3x 10° (A) e 10*(Be C) e
3 x 10 (D). CCh = carbacol; L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Gréfico 21 — Efeito do LASSBi0-1847 sobre as contragdes tonicas induzidas por 10° M de

CCh na auséncia (W) e na presenca de 3 x 107 ((J), 10° (M) e 3 x 10 (A) M de propranolol
em anéis de traqueia de cobaias ndo asmaticos (A) e asmaticos (B).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Martins, 2016.
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5.3.1.2 Efeito da isoprenalina sobre as contracdes tonicas induzidas por CCh

na auséncia e presenca do LASSBi0-1847

A isoprenalina (10*° — 3 x 10°® M) relaxou os anéis de traqueia de cobaias ndo
asmaticos pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (pD, = 8,23 + 0,08) e na
presenca (pD,=8,50 + 0,08) de 3 x 10° M do LASSBio-1847 (Figura 22A e B,
Gréfico 22A). De acordo com valores de pD,, pode-se evidenciar que o derivado
aumentou a poténcia relaxante da isoprenalina em cerca de 5 vezes. A
concentracdo da isoprenalina para produzir 0 Ema foi de 3 x 10® M tanto na
presenca quanto na auséncia do LASSBIi0-1847.

Por sua vez, nos animais asmaticos, a isoprenalina (10™° — 10”7 M) relaxou os
anéis de traqueia pré-contraidos com 10°® M de CCh na auséncia (pD; = 8,27 + 0,11)
e na presenca (pD, = 7,86 + 0,10) de 3 x 10° M do LASSBIi0-1847 (Figura 22C e D,
Gréfico 22B). Ao analisar os valores de pD, observa-se uma redugdo na poténcia
relaxante da isoprenalina em apenas cerca de 2 vezes na presenca do derivado. A
concentragdo da isoprenalina para produzir 0 Eyax passou de 3 x 10® M na auséncia

do LASSBI0-1847, para 10" M na presenca do mesmo.
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Figura 22 — Registros representativos do efeito relaxante da isoprenalina em anéis de
traqueia de cobaias ndo asmaticos (A e C) e asmaéticos (B e D) pré-contraidos com 10° M
de CCh na auséncia e na presenca do LASSBIi0-1847.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIi0-1847 nas
concentragbes de 10™; 3 x 10™°; 10™; 3 x 10" 10" 3 x 10™; 10™, 3 x 10™* 10™;
3x10*: 10" 3x 10 107, 3x 10° 10% 3 x 10%(A, B e C) e 10’ M (D). CCh = carbacol.
Fonte: Martins, 2016.
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Gréafico 22 — Efeito da isoprenalina sobre as contracdes tonicas induzidas por 10° M de
CCh na auséncia (d) e na presenca () do LASSBio-1847 em anéis de traqueia de cobaia
nao asmatico (A) e asmatico (B).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Martins, 2016.
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5.3.2 Investigacéao da participacao da via AC/cCAMP/PKA

5.3.2.1 Efeito da forscolina sobre as contra¢des ténicas induzidas por 10° M de

CCh na auséncia e na presenca do LASSBi0-1847

A forscolina (10 — 3 x 10° M, n = 5) relaxou os anéis de traqueia de cobaias
n&o asmaticos pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (pD, = 6,46 + 0,05) e
na presenca (pD; = 8,26 + 0,14) de 3 x 10° M do LASSBio-1847 (Figura 23A e B,
Gréfico 23A). De acordo com valores de pD,, pode-se evidenciar que o derivado
aumentou a poténcia relaxante da forscolina em cerca de 54 vezes. A concentragcao
da forscolina para produzir 0 Ema passou de 3 x 10° M na auséncia do
LASSBi0-1847, para 10°® M na presenca do mesmo.

Para 0s animais asmaticos, a forscolina (10**— 10® M, n = 5) relaxou os anéis
de traqueia de cobaias asmaticos pré-contraidos com 10°® M de CCh na auséncia
(pD2 = 6,84 + 0,04) e na presenca (pD, = 7,43 + 0,10) de 10° M do LASSBio-1847
(Figura 24A e B, Grafico 23B). Ao analisar os valores de pD, observa-se um
aumento na poténcia relaxante da forscolina em apenas cerca de 4 vezes na
presenca do composto. A concentracdo da forscolina para produzir 0 Enqax foi de

10® M tanto na auséncia como na presenca do LASSBio-1847.
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Figura 23 — Registros representativos do efeito relaxante da forscolina em anéis de traqueia
de cobaias ndo asmaticos pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (A) e na presenca
(B) de 3 x 10° M do LASSBi0-1847.
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As setas para baixo sob a barra representam a adigdo cumulativa da forscolina nas
concentragdes de 10" 3 x 10 10 3 x 10", 10°; 3 x 10*; 10®, 3 x 10®, 107, 3x 107,
10° (B) e 3x 10° M (A). CCh = carbacol; L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Figura 24 — Registros representativos do efeito relaxante da forscolina em anéis de traqueia
de cobaias asmaticos pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (A) e na presenca (B)
de 10° M do LASSBio-1847.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa da forscolina nas
concentragoes de 10™; 3 x 10™%; 10" 3 x 10™% 10° 3 x 10 10®, 3 x 10® 107, 3x 10" e
10 (A e B). CCh = carbacol; L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Grafico 23 — Efeito da forscolina sobre as contragdes tonicas induzidas por 10° M de CCh
na auséncia (*) e na presenca (%) do LASSBIi0-1847 em anéis de traqueia de cobaia nédo
asmatico (A) e asmaético (B).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Martins, 2016.
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5.3.2.2 Efeito da aminofilina sobre as contracdes ténicas induzidas por 10° M

de CCh na auséncia e na presenca do LASSBi0-1847

A aminofilina relaxou os anéis de traqueia de cobaias ndo asmaticos
pré-contraidos com 10° M de CCh (pD, = 4,17 + 0,07) na faixa de concentracéo de
10® & 3 x 10* M (Figura 25A, Grafico 24A). Na presenca de 3x10° M de
LASSBIi0-1847, a aminofilina relaxou esses anéis de traqueia pré-contraidos com
10® M de CCh, porém numa maior faixa de concentracdo de 10 a 3x 10* M
(pD2=6,31 = 0,27) (Figura 25B, Gréafico 24A). De acordo com valores de pD;
pode-se evidenciar que o derivado levou a um incremento de poténcia relaxante da
aminofilina de aproximadamente 147 vezes.

Nos animais submetidos ao processo de inducdo de asma, a aminofilina
induziu um relaxamento significante nos anéis de traqueia pré-contraidos com 10° M
de CCh (pD,= 4,36 + 0,02) na faixa de concentracdo de 10® & 3 x 10™ M (Figura
26A, Gréafico 24B). Quando da pré-incubacdo de 10°® M de LASSBio-1847, a
aminofilina relaxou os anéis de traqueia pré-contraidos com 10° M de CCh numa
maior faixa de concentracdo de 10 & 3x10* M (pD,= 5,21 + 0,07) (Figura 26B,
Gréfico 24B). Ao analisar os valores de pD, observa-se um aumento na poténcia

relaxante da aminofilina em apenas cerca de 4 vezes na presencga do derivado.
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Figura 25 — Registros representativos do efeito relaxante da aminofilina em anéis de
traqueia de cobaias ndo asmaticos pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (A) e na
presenca (B) de 3 x 10° M do LASSBio-1847.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa da aminofilina nas
concentracbes de 10%; 3 x 10%; 107; 3 x 107; 10° 3 x 10°; 10°, 3x 10%; 10* e 3x 10* M
(A) e 10™: 3 x 10 10%% 3 x 10 10 3 x 10°; 10®% 3 x 10% 10"; 3 x 107; 10® 3 x 10°5;
10°; 3 x 10°; 10*e 3 x 10” M (B). CCh = carbacol, L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Figura 26 — Registros representativos do efeito relaxante da aminofilina em anéis de
traqueia de cobaias asmaticos pré-contraidos com 10°® M de CCh na auséncia (A) e na
presenca (B) de 10° M do LASSBio-1847.
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa da aminofilina nas
concentracoes de 10%; 3 x 10%; 107; 3 x 10"; 10° 3 x 10°; 10°, 3x 10°; 10* e 3x 10* M
(A) e 10™; 3 x 10™; 10™; 3 x 10"% 107 3 x 10°; 10® 3 x 10% 107; 3x 107; 10°; 3 x 10°®;
10°, 3 x 10, 10%e 3 x 10”* M (B). CCh = carbacol, L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Gréfico 24 — Efeito da aminofilina sobre as contra¢des tonicas induzidas por 10° M de CCh
na auséncia (A) e na presenca (A) do LASSBIi0-1847 em anéis de traqueia de cobaias néo
asmaticos (A) e asmaticos (B).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Martins, 2016.
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5.3.2.3 Efeito do LASSBi0-1847 sobre as contracdes tdnicas induzidas por CCh

na auséncia e na presenca do H-89

A curva de relaxamento do LASSBIio-1847 (pD, = 4,81 + 0,02) foi deslocada
para a direita na presenca de 10’ M (pD,=4,65 + 0,06), de 3 x 10° M
(pD2 = 4,66 £ 0,04) de H-89, um inibidor da PKA e, contraditoriamente, na presenca
de 10°® M (pD, = 5,21 + 0,11) do inibidor a curva foi deslocada para a esquerda
(Figura 27 A, B, C e D, Grafico 25A). Assim, foi observado que na presenca de 107 e
de 3 x 10" M do H-89 houve uma atenuacdo da poténcia relaxante do
LASSBIio-1847 de aproximadamente 1,5 vezes e, de maneira inversa, na presenca
de 10® M do inibidor, foi observado um aumento de 1,4 vezes na poténcia relaxante
do derivado. A concentracdo do LASSBIi0-1847 para produzir 0 Enax (100%) foi de
10 M na auséncia e na presenca de 10° M do H-89. Na presenca de 107 e de 3 x
107 M do H-89 foi necessario a adicdo de 3 x 10* M do derivado para se obter o
Emax do mesmo.

Ja em cobaias asmaticos, o LASSBIi0-1847 relaxou a traqueia desses animais
pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia (pD; = 5,26 + 0,07) e na presenca de
107 (pD, = 4,80 + 0,09), de 3 x 10’ (pD, = 4,74 + 0,08) e de 10° M
(pD2= 4,82 £ 0,05) de H-89 (Figura 28 A, B, C e D, Gréfico 25B), havendo uma
atenuacao do efeito relaxante do derivado em 2,8, 3,1 e 2,9 vezes, respectivamente.
A concentracdo do LASSBIi0-1847 para produzir 0 Enax (100%) foi de 3 x 10° M na
auséncia e de até 3 x 10* M na presenca do inibidor da PKA nas concentracdes

acima mencionadas.
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Figura 27 — Registros representativos do efeito relaxante do LASSBio-1847 em anéis de
traqueia de cobaias ndo asmaticos pré-contraidos com 10° M de CCh na auséncia (A) e na
presenca de 107 (B), de 3 x 107 (C) e de 10°M (D) de H-89.
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Figura 27 — Continuagéo
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIio-1847 nas
concentragbes de 10%; 3 x 10%; 107; 3 x 107; 10 3 x 10° 10°, 3 x 10®°, 10* (Ae D) e 3 x
10™ M (B e C). CCh = carbacol; L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Figura 28 — Registros representativos do efeito relaxante do LASSBio-1847 em anéis de
traqueia de cobaias asmaticos pré-contraidos com 10® M de CCh na auséncia (A) e na
presenca de 107 (B), de 3 x 107 (C) e de 10°M (D) de H-89.
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Figura 28 — Continuagéo
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa do LASSBIio-1847 nas
concentragbes de 10%; 3 x 10%, 107; 3 x 107; 10° 3 x 10° 10°, 3 x 10° (A) e 10* (B, C e
D). CCh = carbacol; L = lavagem.

Fonte: Martins, 2016.
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Gréfico 25 — Efeito do LASSBi0-1847 sobre as contragdes tdnicas induzidas por 10° M de

CCh na auséncia (@) e na presenca de 107 (>>), 3x 107 (») e 10° (V) M de H-89 em anéis
de traqueia de cobaias ndo asmaticos (A) e asmaticos (B).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Martins, 2016.
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5.3.2.4 Quantificacdo dos niveis teciduais de cAMP

De acordo com o gréfico 26A, na dosagem dos niveis teciduais de cAMP
pode-se constatar que, nos animais ndo asmaticos, a traqueia pré-contraida com
10® M de CCh apresentou 24,4 + 0,9 pmol/grama de tecido de cAMP e esse valor foi
elevado significativamente para 71,3 +9,2 pmol/grama de tecido de cAMP na
presenca de 10 M de rolipram, um inibidor n&o seletivo das PDE4. Por sua vez, o
LASSBIo -1847 nas concentracdes de 10°, 3 x 10° e 10“ M induziram um aumento
significante nos niveis teciduais de cAMP na traqueia pré-contraida com 10° M de
CCh, com Enax de 46,7 + 0,3, 53,3 £ 0,6 e 68,6 + 4,9 pmol/grama de tecido,
respectivamente.

Nos anéis de traqueia de cobaias asmaticos, a concentracdo de 10™* M de
rolipram elevou de maneira significante os niveis de teciduais de CAMP de 20,2 £ 1,1
no 6rgdo somente pré-contraido com 10° M de CCh para 33,1 + 0,5 pmol/grama de
tecido. De maneira similar, 0 LASSBio-1847 nas concentracdes de 10, 3 x 10 e
10™ M levaram a um aumento significante nos niveis teciduais de cAMP na traqueia
pré-contraida com 10°% M de CCh, com Epay de 76,4 + 9,9, 60,4 + 4,3 e 58,7 + 6,4

pmol/grama de tecido, respectivamente (Gréafico 26B).
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Grafico 26 — Quantificagdo dos niveis teciduais de cAMP na traqueia de cobaias néo
asmaticos (A) e asmaticos (B) pré-contraida com 10°® M de CCh na auséncia e presenca de
10 M de rolipram ou de 10°, 3 x 10° e 10* M do LASSBi0-1847.
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No presente estudo, implantou-se e padronizou-se um modelo de asma
alérgica na espécie Cavia porcellus no Laboratério de Farmacologia Funcional “Prof.
George Thomas” (LFF), evidenciando-se alteragBes funcionais e histologicas
inerentes ao quadro asmatico, que demonstram a correta validacdo do modelo
experimental escolhido. Posteriormente, realizou-se um estudo investigativo e
comparativo a cerca de uma possivel atividade relaxante dos derivados
N-sulfonilidrazénicos LASSBIi0-448, LASSBIio-1624, LASSBIio-1632, LASSBIi0-1846,
LASSBI0-1847, LASSBIi0-1848, LASSBIi0-1849, LASSBIi0-1850 e LASSBIio-1851 em
modelo funcional de musculo liso das vias aéreas de cobaias ndo asmaticos e
asmaticos e, de maneira geral, os derivados apresentaram um efeito relaxante
significante e independente dos fatores derivados do epitélio em ambos os animais.
Dentre esses, devido seus parametros de poténcia e eficacia farmacoldgicas, o
LASSBIio-1847 foi selecionado para a caracterizacdo do mecanismo de acdo, onde
observou-se a participacdo dos receptores adrenérgicos-, possivel ativagdo da AC,
inibicdo das PDEs, o que elevou os niveis de cAMP teciduais levando a ativacéo da
PKA e consequente relaxamento das vias aéreas.

A asma € uma doenca respiratria clinicamente caracterizada por uma
tendéncia excessiva para a obstrucéo reversivel das vias aéreas. Isso pode surgir
em resposta a exposicao ambiental diaria a alérgenos ou ainda ser agravada por
infeccbes intercorrentes e, em pessoas sensibilizadas, por exposicdo ao alérgeno
(GRAINGE et al., 2011). Essa doenca € caracterizada pela inflamacédo das vias
aéreas e por mudancas estruturais nos tecidos das vias respiratdrias, como a
hiperplasia epitelial de células caliciformes, deposicdo de coladgeno subepitelial,
hipertrofia e aumento da respossividade do musculo liso aéreo, além de alteracfes
na microvasculatura pulmonar - coletivamente chamados de remodelamento das
vias aéreas (FAHY, 2001; BECKETT; HOWARTH, 2003; HASHIMOTO; TANAKA;
ABE, 2005).

O quadro asmatico pode ainda induzir uma série de alteracdes morfoldgicas
relacionadas a sua fisiopatologia, sendo essas mudancas demonstradas pela
presenca de muco nos pulmdes, perda do epitélio ciliado respiratério, espessamento
da membrana basal, infiltracdo de eosindfilos, edema e hipertrofia da camada
muscular lisa, que coletivamente sdo denominadas de remodelamento das vias

aéreas. Além disso, nesse remodelamento ha modificagcdes relacionadas aos vasos
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presentes nas vias aéreas, onde esses se apresentam com espaco subepitelial
reduzido sendo diretamente relacionado a gravidade da doenga, aumento no calibre
dos vasos como resultado da dilatagcdo dos capilares, angiogénese, edema
resultante do extravasamento microvascular e aumento da permeabilidade capilar
(HARKNESS et al., 2014).

Dessa forma, a gama de processos relacionados a modificagbes patologicas
que ocorre nas vias respiratérias de individuos asméticos pode levar a respostas
distintas para novos candidatos a drogas antiasmaticas, quando se compara a acao
destes em modelos ndo asmaticos. Assim, a utilizacdo de modelos animais que
possuam um perfil asméatico similar ao dos humanos, é de grande valia na tentativa
de se obter respostas mais transponiveis ao homem.

Na literatura cientifica é vastamente relatado a utilizacdo de modelos
experimentais de asma que utilizam roedores, a exemplo de ratos e de
camundongos. Os ratos apresentam muitas caracteristicas da inflamacéo das vias
aéreas e fisiologia pulmonar consistente com a asma alérgica em humanos
(EIDELMAN; BELLOFIORE; MARTIN, 1988), no entanto esses animais exibem uma
fraca resposta broncoconstritora e seus mastocitos liberam serotonina quando em
excesso de histamina, assim configura-se como um modelo mais apropriado ao
estudo da inflamacédo e imunologia que da resposta contratil do masculo liso das
vias aéreas. Os modelos de asma alérgica utilizando camundongos sdo 0s mais
vastamente utilizados, e sua grande utilizacdo é atribuida principalmente ao fato do
sistema imunolégico e do genoma desses animais ser muito bem caracterizado, o
que permite manipulacdes das células imunes através de técnicas de engenharia
genética, alvos farmacologicos ou transferéncia de subgrupos imunes (WRIGHT et
al., 2013).

A utlizacédo do cobaia (Cavia porcellus), um dos modelos animais mais antigos
de resposta alérgica das vias aéreas com estudos datando de mais de 100 anos
atras (RICCIARDOLO et al., 2008), representa uma ferramenta de suma importancia
na descoberta de novas possibilidades terapéuticas na asma. O cobaia compartilha
uma notavel homologia com humanos em termos de anatomia e fisiopatologia das
vias aéreas e pulmdes, incluindo a liberagcdo de histamina e leucotrienos pelos
mastocitos e a presenca de um perfil de resposta asmatica imediata e outra tardia

(WRIGHT et al., 2013). Ressalta-se ainda que os receptores farmacolégicos nos
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pulmdes dos cobaias assemelham-se ao de humanos, 0 que explica a similaridade
de resposta a exposicao para a maioria das drogas (RESSMEYER et al., 2006).

De acordo com o exposto, para o objetivo deste estudo, o qual visa encontrar
novos candidatos a farmacos antiasmaticos com acao relaxante sobre a musculatura
lisa das vias aéreas, o0 modelo de asma em cobaias apresenta-se como 0 mais
adequado, sendo assim selecionado para ser implantado e padronizado no
Laboratério de Farmacologia Funcional “Prof. George Thomas” (LFF). Apos a
realizacdo do procedimento de inducdo da asma (Figura 12) e remocéao dos pulmbes
dos animais, os mesmos foram analisados e constatou-se que, nos pulmdes dos
cobaias asmaticos, havia a presenca de uma série de alteracdes morfoldgicas
diretamente relacionadas ao quadro asmatico, as quais acometiam ndo sé a por¢cao
respiratoria das vias aéreas, mas também a microvasculatura e a regides
circunvizinhas (Figura 14). Vale destacar, a presenca do espessamento do musculo
liso das vias aéreas, fato que pode ser relacionado a uma possivel hiperplasia e/ou
hipertrofia dessa musculatura, gerando um quadro caracteristico da asma alérgica.

Dentre as modificacbes que acomentem as vias aéreas dos pacientes
asmaticos, merece destaque a hiperplasia e a hipertrofia da camada muscular lisa
que envolve as vias aéreas, que pode contribuir para a gravidade do quadro
asmatico ao proporcinar uma maior capacidade contratil ou diminuir os componentes
que se opde ao encurtamento das fibras musculares lisas (MORENO; HOGG,;
PARE, 1986; MCPARLAND; MACKLEM; PARE, 2003). O espessameto do musculo
liso das vias aéreas em individuos asméaticos quando comparado a outros nao
asmaticos € extensamente relatado na literatura (DUNNILL, 1960; HEARD;
HOSSAIN, 1973; HOGG; PARE, 1986; EBINA et al., 1990; MORENO; CARROLL et
al., 1993; MCPARLAND; MACKLEM; PARE, 2003; JAMES et al., 2009; 2012) sendo
relacionado a obstrucao do fluxo aéreo nessas vias.

Além disso, também se identificou alteragBes nas arteriolas pulmonares no
que diz respeito a irregularidades na tanica adventicia e uma vasodilatacédo, quando
se compara a imagem do vaso obtido do animal ndo tratado na figura 14A. Essas
modificacdes podem ser atribuidas ao quadro inflamatorio existente na asma, onde
pela presenca de células imunes ou liberagéo crénica de mediadores inflamatorios,
como a histamina, podem proporcionar as mudancas observadas. A presenca de

infiltrados de células inflamatoérias, provavelmente eosinéfilos e neutrdfilos, fica bem
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evidente tanto nas imagens relacionadas as vias aéreas como a relacionada a
arteriola pulmonar dos animais submetidos a indugdo da asma, reforcando a
presenca do quadro inflamatério caracteristico dessa doenga. Os dados obtidos
nessa etapa do estudo estdo em consonancia com a literatura cientifica da area
(SMITH; BROADLEY, 2007; BAZAN-PERKINS et al., 2009; EVANS et al., 2012;
SHIROLE et al., 2014; WEI-XU et al., 2014) e indicam que a metodologia utilizada foi
eficiente em induzir alteragdes morfoldgicas nas vias aéreas dos cobaias.

Embora tenha constatado que h4 mudancas estruturais inerentes a asma no
aparato respiratério dos animais, ndo se sabia se essas modificagcbes seriam
traduzidas em diferencas funcionais na reatividade do musculo liso das vias aéreas.
Nesse intuito, uma manobra classica utilizada no presente trabalho foi a reacao de
Schultz-Dale, que ocorre quando um antigeno € capaz de induzir uma resposta
contratil em preparagfes de musculo liso proveniente de animais que tenham sido
previamente sensibilizados a esse antigeno (SCHULTZ, 1910; DALE, 1913; CHAND;
EYRE,1978; BASTOS et al., 2009).

Essa reacdo pode ser utilizada como um parédmetro de hipersensibilidade
imediata (CHAND; EYRE,1978; FORSBERG, SORENBY, 1979), varios estudos
apontam que a resposta contratil observada na reacdo de Schultz-Dale é devido a
acao coletiva e interacado de varios agentes, como metabdlitos do acido araquidénico
gerados pelos sistemas enzimaticos da 5-lipoxigenase (LTC4, LTD4 e LTE4) e da
ciclo-oxigenase (prostaglandinas, endoperédxidos e tromboxanos) e, principalmente,
pela liberacdo de histamina (ADAMS; LICHTENSTEIN, 1979; BURKA; PATERSON,
1980; 1981; HAND; SCHWALM; LEWIS, 1986).

Dessa maneira, a reacédo de Schultz-Dale pode ser utilizada para identificar se
os animais foram devidamente imunizados ao antigeno, onde os anéis de traqueia
ao serem expostos a 10 ug/mL de OVA devem apresentar uma contracao
imediatamente apds a adicdo desse antigeno. E foi 0 que se observou, de acordo
com a figura 15, onde a traqueia dos cobaias sensibilizados ao entrar em contato
com a OVA, apresentou uma contracdo de magnitude semelhante a observada para
o CCh, diferentemente do que foi obtido para os animais néo sensibilizados, onde a
adicdo da OVA nao induziu qualquer efeito. Assim, atraves dos dados obtidos com a
reacdo de Schultz-Dale fica comprovado que as alteracdes morfolégicas
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demonstradas pelo estudo histologico levaram a modificagbes funcionais, como a
hiper-reatividade a OVA, nas vias aéreas dos cobaias sensibilizados.

Em seguida, uma vez observado que os cobaias submetidos ao processo de
inducdo da asma alérgica apresentaram alteracdes morfofuncionais nas vias aéreas,
decidiu-se analisar como seria o perfil de resposta do musculo liso aéreo desses
animais a agonistas contrateis e relaxantes padrdes. Inicialmente, decidiu-se avaliar
o perfil contratil da traqueia de cobaias tratadas e ndo tratadas em resposta ao CCh,
um agonista muscarinico, e a histamina, um agonista histaminérgico. A escolha do
agonista CCh deu-se pelo fato da inervacao colinérgica ser a principal responsavel
pela manutencdo do tbnus das vias aéreas (OUEDRAOGO; ROUX, 2014) e a
histamina ser um dos principais mediadores liberados durante os episddios de crises
asmaticas (BARNES, 2008).

De acordo com os resultados obtidos (Graficos 2 e 4), pode-se verificar que
tanto os animais ndo asmaticos como os asmaticos apresentaram um perfil de
resposta semelhante ao CCh, ndo havendo diferenca significante entre os
parametros de poténcia e eficacia relativas, tanto na presenca como na auséncia do
epitélio funcional, mostrando que a metodologia para indu¢do da asma nos cobaias
ndo alterou o aparato contrétil relacionado com a sinalizacao colinérgica. Quando o
agonista utilizado foi a histamina observou-se uma equipoténcia contratil, tanto na
presenca quanto na auséncia do epitélio funcional. Interessantemente, quando se
analisou a eficacia contratil da histamina pode-se notar que nos animais asmaticos
houve uma maior eficacia em relacdo aos ndo asmaticos, indicando que 0s animais
tratados estariam, de alguma maneira, mais sensiveis a histamina. Esses achados
estdo em consonancia com os relatos de Tsurikisawa et al., (2010) que mostraram
gue a hiper-reatividade das vias aéreas e a hipertrofia muscular observadas em
pacientes asmaticos estavam relacionados a acao da histamina e ndo a ACh, devido
a um possivel aumento na expressao nos rceptores H; da histamina, mas ndo dos
receptores M3 da ACh.

Dando continuidade ao processo de padronizagdo do modelo de asma
alérgica em cobaias, decidiu-se avaliar o efeito de agonistas relaxantes na traqueia
dos animais ndo asmaticos e asmaticos, utilizando a isoprenalina, um agonista
adrenérgico-B, e a aminofilina, um inibidor ndo seletivo das PDEs. A partir dos

resultados obtidos (Graficos 6 e 7), pode-se observar que houve diferencga estatistica
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significante na resposta a aminofilina na traqueia de cobaias ndo asmaticos na
auséncia de epitélio quando comparado a presenca de epitélio nesses animais, bem
como na presenca e auséncia de epitélio funcional dos animais asmaticos. Ja na
resposta a isoprenalina, ndo foi observada diferenca estatistica significante nas
poténcias e eficacias entre os grupos analisados. Quanto ao parametro de eficacia
de ambos os agonistas relaxantes, constatou-se que ndo houve diferenca estatistica
significante dos grupos em questao.

Dessa maneira, pode-se observar que o aparato relaxante relacionado a via
AC/cAMP/PKA permaneceu responsivo apos a inducdo do modelo de asma nos
cobaias, esses resultados corroboram os achados de Villanove et al. (1993) que
mostraram que a sensibilizacdo das vias aéreas humanas levou a uma reducéo da
resposta relaxante dependente dos canais ibnicos, Cay e de potassio, porém o
aparato relaxante relacionado ao processo de ativacdo dos receptores adrenérgicos-
B, bem como a via de transducdo relacionada ao acoplamento desses receptores,
via AC/cCAMP/PKA, permaneceu intacto e responsivo.

Diante dos resultados obtidos, tém-se evidéncias suficientes para afirmar que
o0 modelo de asma em cobaias da espécie Cavia porcellus foi devidamente
implantado e padronizado, sendo agora uma importante ferramenta para a
descoberta de novas drogas com potencial acdo antiasmatica ou que venham a
servir de ferramenta farmacologica para um melhor entendimento do quadro
fisiopatoldgico dessa enfermidade.

Uma vez estabelecido o modelo de asma alérgica, partiu-se para a analise
farmacoldgica de uma série de derivados sintéticos N-sulfonilidrazénicos inibidores
da PDE4, com a finalidade de aprofundar os estudos acerca do potencial
antiasmatico desses compostos que possui como precursor o LASSBIi0-448, o qual
demonstrou atividades relevantes relacionadas a acao inibidora da degranulacao de
mastocitos, inibidora da hiper-reatividade pulmonar murina e relaxante em traqueia
de rato (MONTANA, 1998; CARDOZO, 2010; NUNES, 2013), no entanto devido a
baixa poténcia apresentada por esse composto havia um comprometimento eventual
de sua aplicagdo como candidato a farmaco, sugerindo a necessidade de otimizacéo
estrutural.

O interesse em se investigar substancias com acéo inibidora das PDEs reside

no fato desta enzima ser a Unica familia de enzimas capaz de degradar e
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interromper a sinalizacdo desencadeada pelo cCAMP, um segundo mensageiro chave
encontrado no meio intracelular, proporcionando assim um meio essencial de
regulacdo dos niveis de cAMP. Nesse grupo de enzimas, destaca-se a familia das
PDE4, a qual é codificada por multiplos genes, devido a sua acao seletiva sobre o
cAMP e potencial utilizacdo terapéutica de seus inibidores (HOUSLAY; SCHAFER,;
ZHANG, 2005).

Tendo em vista a vasta distribuicdo das isoformas de PDE4 no corpo humano,
essas sao descritas por participarem de importantes processos fisiologicos com
efeitos sobre a cognicdo e comportamento (HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005;
KELLY; BRANDON, 2009; CHENG, et al., 2010), regulando a funcdo das células
inflamatdrias e imunes (TORPHY, 1998; LOUKIDES et al., 2013), além de mediar o
relaxamento dos midcitos das vias aéreas (BAUMER et al., 2003; TRALAU-
STEWART, etal.,, 2011). Dessa forma, a PDE4 configuram-se como um alvo
terapéutico para drogas com potencial aplicagdo na depressdo, na ansiedade,
melhoramento da cogni¢cdo, nas doencas de Alzheimer e Parkinson (HOUSLAY;
SCHAFER; ZHANG, 2005; KELLY; BRANDON, 2009; CHENG et al., 2010),
inflamacéo (TORPHY, 1998; LOUKIDES et al., 2013), inflamacédo pulmonar, DPOC e
asma (BAUMER et al., 2003; TRALAU-STEWART et al., 2011).

Recentemente, Medeiros (2015) evidenciou que alguns derivados
N-sulfonilidrazénicos (LASSBi0-1846, LASSBIi0-1847, LASSBIi0-1848, LASSBIio-1849
e LASSBIi0-1851) apresentaram efeito relaxante em traqueia de cobaia ndo asmatico
pré-contraida com CCh, sendo o LASSBIi0-1846 o de maior poténcia relaxante nesse
modelo experimental. Visando dar continuidade a este estudo e tragar uma melhor
relagdo entre os membros dessa série, avaliou-se a possivel atividade relaxante do
LASSBIio-1624, LASSBIi0-1632 e LASSBI0-1850, além do precursor LASSBio-448,
no modelo funcional de musculo liso das vias aéreas de cobaia.

De acordo com os resultados obtidos, o LASSBi0-1850 mostrou-se como uma
excegao nessa série, uma vez que apresentou baixa eficacia farmacologica (< 50%).
Por outro lado, pode-se constatar que os compostos LASSBIi0-448, LASSBIi0-1624 e
LASSBIi0-1632 apresentaram efeito relaxante em traqueia de cobaia ndo asmaético
pré-contraida com CCh de maneira independente de epitélio funcional (Gréaficos 8-
11). Quando se comparam os valores de pD; obtidos por Medeiros (2015) (Tabela 1)

e 0s apresentados neste trabalho (Tabela 3), pode-se constatar que, em traqueia de
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cobaia ndo asmatico, o LASSBI0-1846 e o LASSBIi0-1632 foram os derivados com
maior poténcia relaxante dentre os demais componentes da série avaliada.

Em um estudo enzimatico utilizando diferentes isoformas de PDE4 foi
demonstrado que, de maneira geral, os derivados da sére |l apresentaram uma
baixa atividade inibitoria sobre essas enzimas, com excecao do LASSBIi0-1632 que
as inibiu com valores semelhantes aos obtidos com o rolipram, inibidor utilizado
como controle positivo (NUNES, 2013). Em nosso estudo funcional, o LASSBio-1632
apresentou uma poténcia relaxante similar a obtida com o LASSBIio-1846 por
Medeiros (2015), no entanto sendo necessario a utlizacdo da concentracdo de
3 x 10 M para se obter 100% de relaxamento, enquanto que para o LASSBio-1846
foi utilizado a concentracdo de 10* M. Dessa forma, mesmo esses dois derivados
sendo equipotentes, o0 LASSBIi0-1846 mostrou-se como sendo 0 mais promissor da
série investigada nos animais ndo asmaticos.

O fato de todos os derivados avaliados, com excecdo do LASSBIi0-1850,
terem apresentado bons parametros de poténcia e de eficacia relaxantes no modelo
funcional de traqueia de cobaia ndo asmatico, enquanto que somente o0
LASSBIi0-1632 destacou-se no estudo enzimatico realizado por Nunes (2013) pode
ser atribuido ao fato de que a atividade enzimética é medida in vitro, sob condi¢cdes
gue, muitas vezes ndo se assemelham as in vivo. As condi¢cdes escolhidas sdo
geralmente um pH 6&timo, concentracbes saturadas de substrato, e a uma
temperatura que é conveniente controlar (SCOPES, 2002). Mesmo com essas
condicBes, as enzimas no meio tecidual integro sofrem modulacdo de componentes
celulares, diferentemente do que ocorre quando essas estéo isoladas. Dessa forma,
pode-se constatar que provavelmente existem componentes no meio intracelular
que, de alguma maneira, tenham favorecido a ligacdo ou interacdo dos derivados
avaliados junto as PDE4, o que ndo havia acontecido nos estudos enzimaticos que
utilizavam somente as enzimas isoladas.

Tendo em vista que neste trabalho implantou-se e padronizou-se um modelo
funcional de asma alérgica em cobaias e que, até o0 momento, ndo havia nenhum
dado na literatura sobre o efeito dos derivados N-sulfonilidrazénicos do LASSBio-
448 neste modelo, decidiu-se avaliar uma possivel acao relaxante do precursor da
série, bem como dos seus derivados LASSBi0-1624, LASSBIi0-1632, LASSBIi0-1846,
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LASSBI0-1847, LASSBIi0-1848, LASSBIi0-1849, LASSBIi0-1850 e LASSBIi0-1851 com
a finalidade de se comparar os achados obtidos nos dois modelos experimentais.

Conforme se pode constatar nos resultados obtidos, os derivados avaliados
relaxaram a traqueia de cobaia asmatico pré-contraida com CCh de maneira
independente de epitélio funcional, onde todos os derivados apresentaram eficacia
méxima (100%), ficando a excecdo por parte do LASSBIio-1850, que assim como
nos animais ndo asmaticos, seu Enax Ndo chegou a 50% de relaxamento (Graficos
12-20). Quando se comparam os valores de pD, dos derivados em cobaias
asmaticos, observa-se que 0s LASSBI0-1632, LASSBIi0-1846 e LASSBIi0-1847 foram
os de maior poténcia relaxante e sao equipotentes entre si (Tabela 4).

Nas vias aéreas, a modulacao do ténus basal e a reatividade do musculo liso
pode ocorrer por meio da liberacdo de fatores relaxantes derivados do epitélio
(HASHIBA et al., 1999), tais como oOxido nitrico (NO) (NIJKAMP et al., 1993) e
prostaglandinas (FARMER et al., 1987). Assim, a priori, descarta-se a participacao
desses fatores no efeito relaxante dos derivados testados no musculo liso das vias
aéreas de cobaias ndo asmaticos e asmaticos, uma vez que nao foi observado
diferenca na poténcia farmacolégica dos mesmos tanto na presenca como na
auséncia do epitélio funcional.

Quando se comparam os resultados obtidos entre os dois grupos de animais,
nao asmaticos e asmaticos, observa-se alguns diferencas nos parametros de
poténcia e eficacia dos compostos. O LASSBIi0-1849 que havia apresentado eficacia
de 70,9+3,3 e de 97,9+ 1,2%, na presenca e auséncia de epitélio funcional,
respectivamente, em animais ndo asmaticos (MEDEIROS, 2015), passou a
apresentar uma eficacia maxima quando nas preparacdes dos animais asmaticos.
Interessantemente, o LASSBIi0-1847 apresentou uma ganho de poténcia de 3,62 e
de 4,41 vezes, na presenca e auséncia de epitélio funcional, respectivamente, nos
animais asmaticos quando comparado a sua poténcia nos animais nao
sensibilizados. Os demais derivados (LASSBi0-448, LASSBIio-1624, LASSBIi0-1632,
LASSBI0-1846, LASSBIi0-1848, LASSBI0-1850 e LASSBIi0-1851) ndo apresentaram
alteracdes significantes nos parametros de poténcia e eficacia relaxantes entre os
dois grupos de animais.

Quando se analisou todos os resultados obtidos até o momento, pode-se

afirmar que o LASSBI0-1850 foi o derivado que apresentou o pior perfil
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farmacoldgico dentre todos o0s compostos testados, em ambas as situacdes
experimentais, e uma possivel explicacdo para isso pode residir em sua estrutura
molecular (Figura 8), onde a presenca de um radical trifluormetil (-CF3), grupamento
fortemente retirador de elétrons, poderia estar proporcionando um efeito indutivo e
dificultando ou impedindo a formacéo ou estabilizacédo de ligacdes entre o LASSBio-
1850 e as PDE4, ndo ocorrendo o reconhecimento da enzima e, por fim, resultou na
baixa eficacia farmacolégica observada.

Para que haja a ligacdo ao sitio ativo, os inibidores de PDE4 devem
compartilhar duas caracteristicas comuns: uma estrutura com anel planar que é
mantida no interior do sitio por um par de residuos hidrofébicos e a formacao de
uma ou duas ligagdes de hidrogénio entre o inibidor e um residuo de glutamina no
sitio catalitico. Essa porcéo catalitica possui uma cavidade de, aproximadamente, 20
por 10 A com 15 A de profundidade, compreende 17 a-hélices e pode ser dividida
em 3 subdominios: uma regido ligada a um metal bivalente, Zn** e Mg*, (sitio M),
que forma um complexo com a porcao fosfato do cAMP; uma regido que contém
uma glutamina (sitio Q), que forma uma ligacdo de hidrogénio com o nucleotidio
(purina) do cAMP e uma cavidade preenchida por moléculas de agua (sitio S)
(COLICELLI; KE, 2003; CARD, et al., 2004; HUAI; TRIPURANENI; AZAM, 2015).

Por sua vez, o LASSBIi0-1632, o LASSBIi0-1846 e o LASSBIi0-1847 foram os
derivados a apresentar os perfis farmacolégicos mais promissores, sendo os dois
primeiros nos cobaias ndo asmaticos e os trés equipotentes no modelo de asma.
Observando-se suas estruturas quimicas (Figura 8) nota-se a auséncia de grupos
retiradores fortes de elétrons, a exemplo do trifluormetil, e, provavelmente, a
presenca de metilas ou hidrogénios disponiveis esteja favorecendo o
reconhecimento das PDE4 pelos derivados, conferindo aos mesmos uma destacada
acdo relaxante nos modelos funcionais de musculatura lisa das vias aéreas
(JABARIS; PAL, 2008; NUNES, 2013; KODIMUTHALI; TRIPURANENI; AZAM,
2015).

Um estudo recente publicado por Azevedo e Kimmerle (2014), a partir de
analises estruturais utilizando o docking molecular e o de co-cristais, foi elencado
algumas caracteristicas importantes que um inibidor ideal de PDE4 deve ter, estas
sdo: 1) uma subunidade aromatica que possa realizar interagdes n-n stacking com

residuos de fenilalanina e interacdes hidrofébicas com residuos de isoleucina e
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metionina; 2) possibilidade de atuar como aceptor de ligac6es de hidrogénio para
interagir com a glutamina 369; 3) apresentar grupos hidrofébicos ligados ao anel
aromatico que possam ser acomodados nos bolsGes hidrofébicos Q1 e Q2; 4) um
grupo polar, ligado ao anel aromatico por meio de espacadores, que possa realizar
interacOes eletrostaticas com os atomos do metal ou de ligacées de hidrogénio com
as aguas presentes no subdominio M; 5) apesar de ndo obrigatério, grupos polares
também podem ser ligados ao anel aromatico visando intera¢cdes com o subdominio
de acesso ao solvente, que € rico em residuos de aminoacidos polares, e desta
forma poderem auxiliar no aumento da hidrossolubilidade dos compostos (SRIVANI
et al.,, 2008). Nesse sentido os derivados LASSBI0-1632, LASSBIio-1846 e
LASSBIi0-1847 parecem suprir alguns dessas caracteristicas, o que explicaria suas
destacadas ac0fes relaxantes.

Assim, este estudo apresenta trés candidatos a farmacos promissores: 0
LASSBIio-1632, o LASSBIi0-1846 e o0 LASSBI0-1847. O primeiro mostrou-se
equipotente em ambos 0s modelos utilizados, no entanto sendo necessario a
utilizacdo da concentracdo de 3x 10* M para se alcancar o efeito maximo de
relaxamento (Grafico 18). O LASSBIi0-1846 apresentou poténcias farmacoldgicas
similares entre os modelos ndo asmatico e asmatico, sendo preciso a concentracao
de 3 x 10> M para se obter o 100% de efeito maximo (Gréfico 19). J4 no caso do
LASSBIio0-1847 observou-se um ganho de poténcia em torno de quatro vezes nos
experimentos com cobaias asmaticos em relacdo aos ndo asmaticos, além de
também ter-se constatado um ganho na eficacia deste derivado pois o efeito maximo
de relaxamento passou a ser obtido com a concentracdo de 3 x 10° M no caso dos
animais sensibilizados, ao invés de 10* M para os animais no tratados (Grafico 20;
Tabelas 1 e 4). Portanto, decidiu-se investigar o mecanismo de acao relaxante do
LASSBIio0-1847 em traqueia de cobaias ndo asméaticos e asmaticos, a fim de melhor
caracterizar suas agoes nesses dois modelos experimentais.

Nas vias aéreas, a CAMP é um regulador chave do ténus, sendo o principal
efetor pro-relaxante no musculo liso dessas vias (BILLINGTON; HALL, 2012). O
inicio classico do processo da transducdo de sinal que culmina com a elevacéo do
conteudo citosélico de cAMP da-se pela ativacdo um GPCR acoplado a proteina Gs,
e no musculo liso das vias aéreas 0 receptor majoritariamente envolvido nesse

processo é o receptor adrenérgico-B,. Nos midcitos da traqueia, o subtipo de
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receptor adrenérgico-f mais expresso € o receptor adrenérgico-B, (MONTANO;
BAZAN-PERKINS, 2005). Essa afirmacdo pode ser confirmada pelas seguintes
obseracdes: 1) As catecolaminas que produzem relaxamento do musculo liso das
vias aéreas sdo classificados em poténcia como isoprenalina> adrenalina>
noradrenalina (LANDS et al., 1967; NAGATOMO; KOIKE, 2000; TANAKA et al.,
2005); 2) os receptores adrenérgicos-f, sdo ricamente expressos em musculo liso
das vias aéreas, correspondendo a cerca de 70% dos receptores encontrados no
corpo humano (CARSTAIRS; NIMMO; BARNES, 1985; BARNES, 1993; NIJKAMP,
1993; JOHNSON, 1998; NAGATOMO; KOIKE, 2000); 3) agonistas de receptores
adrenérgicos-3, seletivos sdo amplamente utilizados para o tratamento de asma e
relaxam de maneira efetiva o musculo liso (BRITTAIN et al., 1968; WALDECK, 2002;
BILLINGTON; HALL, 2012). O efeito final decorrente da ativacdo de receptores
adrenérgicos-p, leva a ativacdo da AC, consequente aumento nos niveis de CAMP e
ativacdo da PKA, a proteina efetora, que atuard sobre uma série de alvos
intracelulares culminando com a broncodilatagdo (TANAKA; HORINOUCHI; KOIKE,
2005).

Levando em consideracdo a importancia fisiologica dos receptores
adrenérgicos-B, para a manutencdo do tbnus das vias aéreas e o fato de que
Medeiros (2015) demonstrou que na investigagcdo do mecanismo de agao relaxante
do LASSBIio-1846, a presenca de um bloqueador dos receptores adrenérgicos-f,
houve uma reducdo na sua poténcia relaxante, o que sugere a modulacdo desses
receptores, decidiu-se avaliar a participacdo desses receptores no mecanismo
relaxante do LASSBIi0-1847, utilizando o propranolol, um bloqueador adrenérgico-3
n&o seletivo (BILOIKOVA; BAUER; KOLENA, 1987).

De acordo com o Gréfico 21A, nas preparacdes de traqueia de cobaia nao
asmatico, na presenca de 3 x 107, de 10° e de 3 x 10° M do propranolol houve
modificagcdes no efeito relaxante do LASSBIi0-1847 distintas, onde observou-se que
na presenca da concentracdo mais baixa ndo houve alteracdo na poténcia
farmacoldgica do derivado, na presenca concentracdo intermediaria houve aumento
da poténcia relaxante e na presenga da maior concentracdo, constatou-se uma
reducdo da acdo relaxante do composto. Esses dados sugerem que o
LASSBIio-1847 nédo estaria atuando competitivamente no receptor adrenérgico-f3,

mas sim, estaria de algum modo modulando-os alostericamente. J& nos resultados
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obtidos com animais asmaticos, a presenca de 3 x 107, de 10° e de 3x 10° M do
propranolol (Grafico 21B) ocasionou uma redugdo na poténcia relaxante do
LASSBIo0-1847, mostrando que nesses animais, o0 derivado estaria favorecendo a
ativacao dos receptores adrenérgicos-p3.

Ainda no sentido de se avaliar o envolvimento dos receptores adrenérgicos-f3
no efeito relaxante do LASSBIi0-1847, levantou-se a hipétese de uma possivel acédo
sinérgica entre a isoprenalina, um agonista dos receptores adrenérgicos-3, € o
derivado estudado. Caso fosse constatada uma potencializacdo do efeito relaxante
da isoprenalina, a hipotese seria verdadeira e foi 0 que se observou nos animais nao
asmaticos. De acordo com o grafico 22A, a isoprenalina apresentou um incremento
de cerca de 5 vezes em sua poténcia relaxante quando na presenca do derivado
estudado, caracterizando a a¢ao sinérgica entre as substancias. Por outro lado, nos
animais asmaticos, a pré-incubacdo do LASSBI0-1847 atenuou o efeito relaxante da
isoprenalina em cerca de 2 vezes, como se observa no grafico 22B, reforcando a
sugestdo anterior de uma acao alostérica do LASSBIi0-1847 sobre o receptores
adrenérgicos-p. Esse resultado levanta a sugestdo de que o quadro asmatico pode
induzir alteracées na sinalizac&o celular relacionada aos receptores adrenérgicos-f3,
as PDEs e ao cCAMP.

Na literatura cientifica j& é bem documentado que a sinalizacao
desencadeada pelo cAMP pode ser compartimentalizada em regides subcelulares
criando elevacdes distintas ou micro dominios desse segundo mensageiro no interior
da célula (BUXTON; BRUNTON, 1983; JUREVICIUS; FISCHMEISTER, 1996; RICH
et al., 2001; ZACCOLO; POZZAN, 2002; BARNES et al, 2005). Essa
compartimentalizacao parece ser orquestrada pela proteina de ancoragem da cinase
A (AKAP) (WILLOUGHBY et al.,, 2006; RICH et al., 2007; XIN et al., 2008) que
coordena a localizacdo de GPCRs, incluindo o adrenérgicos-f3,, da ciclase de adenilil
(AC), da PKA, das PDEs e das fosfatases garantindo a velocidade e fidelidade da
via de sinalizacdo do cAMP, além de limitar a propagacdo espacial dos sinais
celulares desencadeados por este segundo mensageiro (HORVAT et al., 2012).

A expressdo da AKAP é relatada em varios tecidos onde o cAMP possui
papel fisiologico chave, como no coracdo (STANGHERLIN; ZACCOLO, 2011,
MAUBAN et al., 2009), cérebro (SANDERSON; DELL'ACQUA, 2011), células T
(TASKEN; RUPPELT, 2006) e musculo liso das vias aéreas (HORVAT et al., 2012),
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inclusive sendo cogitada como um alvo terapéutico em potencial, dado a sua
importancia na regulacdo do aparato de sinalizacdo desencadeado pela ativacao da
proteina Gs. Estudos de co-imunoprecipitacdo produziram evidéncias que as
isoformas longas de PDE4 e de PKA podem estar complexadas com as AKAPs
localizadas nas regifes perinuclear e perimembranar da célula limitando a ativagcéao
downstream dos alvos do cAMP (DODGE et al., 2001; TASKEN et al., 2001;
BAILLIE; HOUSLAY, 2005), sendo uma evidéncia direta que o complexo
AKAP/PKA/PDE4 tem papel primordial na dinamica dos niveis de cAMP em
microdominios na membrana plasmatica em condi¢des fisiologicas (HORVAT et al.,
2012).

Além da AKAP, outros estudos apontam a existéncia de interagdes fisicas e
formacdo de microdominios entre as PDE4 e diversas proteinas com fun¢des de
ancoragem, como a B-arrestina (PERRY, 2002), o receptor para a cinase C ativada 1
(RACK-1) (YARWOOD et al., 1999), a miomegalina (VERDE et al., 2001), a proteina
similar ao elemento nuclear 1 (NDEL1) (COLLINS et al., 2008) e a espectrina
(CREIGHTON et al., 2008). Diante desses fatos, a hipétese levantada nesse estudo
€ que o LASSBI0-1847 ao ligar-se a PDE4 estaria manipulando a microrregido onde
essa enzima se localiza, de maneira a modular positivamente o0 receptor
adrenérgico-B, 0 que explicaria tanto as alteracbes na poténcia relaxante do
composto na presenca do propranolol como o ganho de poténcia do LASSBio-1847
nos experimentos em animais asmaticos.

Fisiologicamente, o contetdo citosélico de cAMP, um importante segundo
mensageiro relacionado diretamente com o relaxamento da musculatura lisa das
vias aéreas, pode ser elevado pela ativacdo da AC, que € o principal efetor da
sinalizacdo dos receptores transmembranares acoplados a proteina Gs. Até o
momento, nove isoformas foram identificadas (AC1 — 9) (PREMONT, 1994), sendo
comprovada a expressao de quase todas as isoformas desta enzima no musculo liso
das vias aéreas de humanos, ficando a excecao por parte das isoformas 3 e 8
(BILLINGTON et al.,, 1999; XU et al., 2001). As isoformas de AC estdo sujeitas a
multiplas formas de regulacdo, no entanto a ativagdo desta, em condicdes
fisiolégicas, ocorre quase que exclusivamente pela subunidade a da proteina Gg
(TAUSSIG; ZIMMERMANN, 1998), que, por sua vez, € ativada via receptores

adrenérgicos-p..
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Apos esta ativacdo a AC ira realizar a conversao do ATP em cAMP, o qual ira
desempenhar suas func¢des celulares de acordo com o estimulo que o gerou. Todas
as isoformas desta enzima podem ser ativadas pela forscolina, um ativador direto
(MANOLOPOULOS; SAMET; LELKES, 1995), que € um diterpeno do tipo labdano
isolado de Coleus forskohlii (Laminaceae) (HANKS; HUNTER, 1995). Uma vez que a
forscolina induz o relaxamento das vias aéreas pela ativacdo da AC, e consequente
elevacdo do conteudo citosolico de cAMP, decidiu-se investigar se 0 LASSBio-1847
poderia influenciar, direta ou indiretamente, essa etapa da formacdo do cAMP. Caso
essa hipotese fosse verdadeira, seria observado um ganho de poténcia relaxante na
curva de relaxamento concentracdo-resposta a forscolina e, interessantemente foi o
gue se observou tanto nos animais ndo asmaticos como nos asmaticos (Grafico 23).

Nos experimentos executados com animais ndo asmaticos, a presenca de
3x10° M de LASSBIio-1847 deslocou a curva de relaxamento & forscolina para a
esquerda, proporcionando um aumento na poténcia relaxante diterpeno de,
aproximadamente, 54 vezes. Por sua vez, nas preparacdes de musculo liso das vias
aéreas de animais asmaticos, a pré-incubacdo de 10° M do derivado levou a uma
maior poténcia do ativador de AC de cerca de 4 vezes. Esses achados mostram que
o0 LASSBIi0-1847 pode estar favorecendo a ativacdo da AC ou da via downstream de
relaxamento da AC ou, mais provavelmente, atuando sinergicamente ao inibir as
PDE4 e favorecendo o acumulo do cAMP produzido pela ativacdo da AC para assim
promover seu efeito relaxante sobre a musculatura lisa traqueal de ambos os grupos
de cobaias. Em estudo similar, utilizando a traqueia de cobaias ndo asmaticos, foi
observado que o LASSBIio-1846 foi capaz aumentar a poténcia relaxante da
forscolina em cerca de 11 vezes, também sugerindo uma acéo sinérgica entre esse
derivado e o ativador da AC (MEDEIROS, 2015).

O cAMP é um segundo mensageiro que produz respostas biologicas rapidas
e devido a isso € necessario que a célula tenha um mecanismo disponivel que
dissipe esse sinal tdo rapido quanto seja exigido (BILLINGTON; HALL, 2012). Essa
funcdo é prontamente desempenhada pelos membros da familia das PDEs, cuja
importancia s6 tem crescido desde a sua descoberta no inicio dos anos 1970 por
UZUNOV e WEISS (1972). Até o momento, onze familias distintas de PDEs foram

identificadas, sendo cada uma destas constituida por multiplos membros, e
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destacando-se ainda as familias 4, 7 e 8 por serem especificas para a degradacao
do cAMP (FRANCIS; BLOUNT; CORBIN, 2011).

Substancias que tem a capacidade de aumentar o conteudo intracelular de
nucleotidios ciclicos tém seu efeito relaxante potencializado por meio da inibicdo das
PDEs nos mais variados tecidos, devido ao acumulo do conteudo de cAMP e/ou
cGMP (BENDER; BEAVO, 2006; LUGNIER, 2006). Uma forma de investigar de
maneira indireta a participagdo de nucleotidios ciclicos, em nivel funcional, no efeito
relaxante de uma droga teste, € a utilizacdo de inibidores de PDEs, como a
aminofilina (JENNE, 1992; LIU et al.,, 2003). Dessa maneira, para verificar se o
LASSBIi0-1847, um possivel inibidor seletivo das PDE4, realmente teria uma agéo
inibitéria sobre as essas enzimas, realizou-se um procedimento experimental na
presenca da aminofilina, um inibidor ndo seletivo das PDEs, onde se esperaria uma
acao sinérgica e potencializadora da acao relaxante dessa ultima.

Essa hipotese provou-se verdadeira, uma vez que de acordo com o Grafico
24A e B, a curva de relaxamento a aminofilina foi deslocada para a esquerda, na
presenca de 3 x 10° M ou de 10° M de LASSBi0-1847, nos animais ndo asmaticos e
asmaticos, respectivamente. Esse deslocamento da curva de relaxamento pode ser
traduzido como potencializagdo do efeito da aminofilina em torno de 147 e 4 vezes
em animais ndo asmaticos e asmaticos, respectivamente, sugerindo que o efeito
dessa molécula se da por uma possivel inibicdo de PDEs. Esses resultados
corroboram o fato do LASSBIio-1847 ter sido sintetizado como inibidor de PDE4,
assim a acdo sinérgica estaria dando-se pela inibicdo conjunta tanto da PDE4, por
parte do derivado, como das demais isoformas de PDEs pela aminofilina. Em outro
estudo semelhante, avaliou-se a capacidade de sinergismo do LASSBIi0-1846 junto
a aminofilina e observou-se que, no musculo liso das vias aéreas de animais nao
asmaticos, o derivado aumentou a capacidade relaxante da aminofilina em cerca de
255 vezes (MEDEIROS, 2015), corroborando os achados descritos neste trabalho.

De acordo com relatos da literatura, € elencado o envolvimento de mais de
cem mediadores no processo fisiopatoldgico inerente a asma, incluindo
prostaglandinas, leucotrienos, quimiocinas, citocinas, proteases e fatores de
crescimento, além de numerosos tipos celulares como mastdcitos, neutrdfilos,
eosinofilos, células dendriticas e linfocitos (BARNES, 2006; HOLGATE, 2007;

SPINA, 2008), o que sugere uma grande complexidade na estratégia para o
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desenvolvimento de qualquer candidato a farmaco antiasmaético, haja vista a gama
de possibilidades de interacdes quimicas ou fisicas entre essa droga e o0s
mediadores e células existentes na asma.

Além disso, Méhats et al. (2003) demonstraram o papel crucial da isoforma
PDE4D no controle da contracdo do musculo liso das vias aéreas, em especial na
transmisséo colinérgica, enfatizando que possiveis mutagdes nessa PDE poderia
refletir diretamente a atividade contratil dessas vias. Por sua vez, estudos tém
demonstrado que alteracdes no perfil de expresséo e ou de resposta das PDE4 em
pacientes asmaticos pode ocorrer, podendo ser evidenciado tanto enzimas com
maior atividade ou up-regulated (CHAN et al., 1993, GANTNER et al., 1997), como
também uma a atividade catalitica total aumentada das PDEs, apesar de se
constatar uma atividade reduzida da PDE4 na asma moderada a grave (LANDELLS
et al., 2000), evidenciando-se que na patogénese da asma ainda ndo se tém um
padrao estabelecido para a expresséao/funcionalidade das PDEA4.

Vale ainda a pena salientar que, do ponto de vista molecular, a relacéo entre
os dominios UCR1 e 2 da PDE4 pode se dar por uma interacdo eletrostatica entre a
porcado C-terminal hidrofébica do UCR1 e a porcdo N-terminal hidrofilica do UCR2,
sendo essa interagdo crucial para que ocorra a fosforilacdo da por¢cdo UCRL1 pela
PKA, ocasionando alteragcbes conformacionais que levam a ativacdo da PDE4
(BEARD, et al., 2000). Mutacdes no residuo de serina 54 (S54), que € alvo da PKA,
para um residuo de aspartato ou glutamato, que sao carregados negativamente, ou
ainda mutacdes préximas ao residuo de glutamato 53 (E53) podem mimetizar a
ativagcdo da PDE4 pela PKA (HOFFMANN et al. 1998), levantando a hipotese de que
residuos carregados negativamente sdo necessarios para a interacao ibnica que
regulam a atividade catalitica da enzima (McCAHILL et al., 2008). Além disso, a
fosforilacdo da PKA no residuo S54 também levou a um aumento da inibicdo da
PDE4D3 pelo rolipram (ALVAREZ et al. 1995; HOFFMANN et al. 1998), permitindo
afirmar que mutacbes em S54 e em E53, ou nas proximidades desses residuos,
levam a mudancas na configuragdo de cargas na por¢cao UCRI1, ocasionando
alteracbes mensuraveis na atividade catalitica da enzima ou ainda modificando a
sua interacdo com os seus inibidores (HOFFMANN et al. 1998).

Levando em consideracfes estas premissas e analisando-se os dados

obtidos, foi possivel constatar que a capacidade do LASSBio-1847 em potencializar



163
Martins, |. R. R. Discussao

as respostas relaxantes da forscolina, um ativador da AC, e da aminofilina, um
inibidor ndo seletivo das PDEs, foi menos pronunciada quando se utilizou cobaias
asmaticos. A hip6tese formulada para explicar essa observacao foi que o modelo de
alérgica asma em cobaias induziu alteracfes na expressédo ou funcionalidade das
PDE4 ou de proteinas responsaveis pela compartimentalizacdo da sinalizacao
celular desencadeada pelo cAMP, o que teria reduzido a capacidade de se obter um
efeito relaxante sinérgico entre 0 LASSBIi0-1847 e as outras ferramentas utilizadas.

Nesse sentido, alguns estudos recentes tém apresentado dados que
evidenciam alteracbes na expressdo das PDE4 na asma. Trial et al. (2011)
demonstraram que, em células proveniente das vias aéreas de pacientes asmaticos,
a isoprenalina, um agonista dos receptores adrenérgicos-B,, apresenta uma reducao
em sua capacidade de elevar a [cCAMP]. devido ao aumento na expressdo da
isoforma PDE4D, sendo esse fenémeno relacionado ao processo de hiperplasia e
hipertrofia ocasionado pelo remodelamento das vias aéreas na asma. Tang et al.
(2005) evidenciaram gque ratos sensibilizados com OVA apresentam um incremento
na expressao nas PDE4, além de estas enzimas estarem mais ativas, havendo uma
correlacdo entre essa maior atividade e o aumento na producéo de interleucinas, a
exemplo da IL-4.

Um dos paradigmas candnicos da sinalizacdo celular é que a PKA é a
principal molécula efetora na via de sinalizacdo desencadeada pelo receptor
adrenérgico-B,/AC/cAMP (MORGAN et al., 2014), sendo desta forma, um elemento
chave no processo de relaxamento do musculo liso das vias aéreas. Como até o
momento todos os indicios apontam para que o LASSBIio-1847 esteja modulando
esta via para levar ao relaxamento do musculo liso das vias respiratorias dos
cobaias ndo asmaticos e asmaticos, decidiu-se avaliar o acdo do derivado na
presenca do H-89, um inibidor da PKA (IRIE-N'GUESSAN et al., 2011; LOCHNER;
MOOLMAN, 2006) e caso o LASSBIio-1847 estivesse favorecendo a ativagdo da
PKA, esperava-se observar que a curva de relaxamento fosse deslocada para a
direita.

De acordo com o grafico 25A e B, observou-se que na traqueia de cobaias
n&o asmaticos pré-contraido com 10° M de CCh, a presenca de 107 e de 3x 10’ M
do H-89 levou a uma atenuacéo da curva de relaxamento do LASSBIio-1847, fato

gue comprova que a PKA participa da via de sinalizagdo ativada pelo derivado e,
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paradoxalmente, a presenca de 10°M de H-89 levou a uma potencializacdo do
efeito relaxante do LASSBIio-1847. J& nos animais asmaticos, a curva de
relaxamento do LASSBIio-1847 em traqueia de cobaia pré-contraida com 10° M de
CCh foi deslocada para a direita na presenca de 107, 3 x 107 e 10° M de H-89 de
maneira similar, evidenciando a participacdo da PKA no mecanismo relaxante do
derivado. Dessa forma, os achados sugerem que o mecanismo de acdo do
LASSBIi0-1847 envolve a modulacéo positiva da PKA, através da inibicdo das PDEs,
para assim levar ao relaxamento das vias aéreas em cobaia. No entanto, o fato do
inibidor da PKA ndo ter abolido o efeito relaxante do composto avaliado em ambos
0s grupos de animais testados, pode ser indicio de que outras vias ou outros passos
da via AC/cAMP/PKA possam estar envolvidos.

O efeito aparentemente inesperado da concentracdo de 10° M do H-89 nos
animais ndo asmaticos, pode ser explicado por uma possivel ligacdo do inibidor a
algum sitio alostérico dos receptores muscarinicos (LAZARENO et al., 2000),
havendo assim uma interacdo entre o inibidor e esse receptor que teria facilitado o
relaxamento da preparacdo. Resultados semelhantes foram observados
anteriormente por SPICUZZA e colaboradores (2001) ao utilizar o KT 5720, outro
inibidor da PKA, que relataram uma interacado cooperativa entre o inibidor utilizado e
0s receptores muscarinicos. Outro ponto a ser levantado € o fato do H-89 néo ser
uma ferramenta tdo seletiva para a PKA, uma vez que é afirmado na literatura que
esse inibidor, a depender da faixa de concentracdo utilizada, pode modular, pelo
menos, outras oito cinases, a exemplo da MAPKAP-K1b, MSK1, SGK, ROCK I,
AMPK, entre outras. Dessa forma, o uso do H-89, que é comercializado como um
seletivo e potente inibidor da PKA (DAVIES et al., 2000), bem como a interpretacéo
dos dados obtidos devem ser feitos de maneira cautelosa.

Até o momento, os dados obtidos nesse estudo evidenciaram que o
LASSBIio-1847 estaria modulando a via de sinalizagdo dos receptores
adrenérgicos-B/AC/PDEs para assim elevar os niveis citosolicos de cAMP e,
consequentemente, levar ao relaxamento do musculo liso das vias aéreas tanto de
cobaias ndo asmaticos como dos asmaticos. Como forma de confirmar esses
achados funcionais, foi realizado a quantificacdo tecidual de cAMP em ambos os
grupos de animais. Conforme o grafico 26A, observou-se que, nos cobaias ndo

asmaticos, o LASSBI0-1847 induziu um aumento significante de cAMP nas
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concentracdes testada, sendo que na concentracdo de 10“ M, seu efeito foi similar
ao obtido para 10 M de rolipram, um inibidor seletivo das PDE4. Por sua vez, nos
animais asmaticos, o produto-teste proporcionou um aumento na [CAMP].
significante e equipotente entre as concentracdes utilizadas, sendo esse efeito maior
que o observado para 10“ M de rolipram, como evidenciado no gréfico 26B. Assim,
esses achados reforcam a hipotese de que nos animais submetidos ao processo de
inducdo de asma houve uma possivel alteracdo na expressdo, estrutura e/ou
funcionalidade das PDE4, mas ndo pareceu comprometer a sinalizacado da via dos
receptores adrenérgicos-B/AC/cCAMP, uma vez que os niveis de cCAMP elevaram-se
na presenca do LASSBIi0-1847. Sendo ainda possivel hipotetizar uma alteracdo na
expressdo ou funcionalidade dos Cay ou dos canais de potassio presentes nas vias
aéreas asmaticas, como ja sugerido por Villanove et al. (1993).

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

Tomados em conjunto, os resultados obtidos nesta etapa de caracterizacao
do mecanismo de acdo funcional do LASSBio-1847 nos levam a sugerir que este
possa ser uma molécula bifuncional, atuando ndo apenas pela inibicdo das PDE4,
mas também modulando positivamente o0s receptores adrenérgicos-f, ou a
microrregido relacionada a sinalizagdo do cAMP para assim, conjuntamente, levar
ao aumento citosolico do cAMP, disparando toda a cascata de transducéo inerente a
este segundo mensageiro e culminando com o relaxamento das vias aéreas dos
cobaias ndo asmaticos e asmaticos. Por fim, neste trabalho, ficou demonstrado pela
primeira vez que o LASSBIi0-1847 se configura como uma molécula promissora para

se dar prosseguimento aos estudos farmacologicos e, futuramente, ser utilizado
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como uma ferramenta na terapéutica para desordens respiratérias ou como um

arcabouco molecular no desenvolvimento de outras moléculas de interesse

medicinal.
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No presente estudo de realizou-se a implantacdo e padronizacdo do modelo
de asma alérgica em cobaias (Cavia porcellus) no Laboratério de Farmacologia
Funcional “Prof. George Thomas”, sendo esse modelo validado pela observacao de
alteracdes morfofuncionais caracteristicas do quadro asmatico através de andlises
histol6gicas, uma responsividade a OVA aumentada nos animais sensibilizados,
além da observagdo de respostas concernentes a asma para agonistas contrateis e
relaxantes.

Na etapa de investigacdo da atividade relaxante dos derivados
N-sulfonilidrazénicos do LASSBIi0-448 em animais ndo asmaticos e asmaticos,
constatou-se que os derivados, de maneira geral, apresentaram efeito relaxante
tanto em ambos os grupos, sem excec¢ao o LASSBIio-1850 que mostrou uma eficacia
baixa e destacando-se o LASSBI0-1632, LASSBIio-1846 e LASSBIi0-1847 por
apresentar maior poténcia relaxante, sendo este Ultimo o Unico a apresentar
incremento de poténcia entre os dois grupos estudados.

Na caracterizagdo do mecanismo de a¢ao do LASSBio-1847 em animais ndo
asmaticos e asmaticos, observou-se que os fatores relaxantes derivados do epitélio
tragueal ndo estdo envolvidos, que ha participacdo dos receptores adrenérgicos-f3,
bem como a modulacdo positiva da via AC/PKA e inibicdo das PDEs, o que
proporcionou uma elevacao tecidual na [CAMP]..

Figura 29 - Mapa conceitual do mecanismo de acdo proposto para o LASSBIi0-1847 nas

vias aéreas de cobaias ndo asmaticos e asmaticos.

» LASSBio-1847

Relaxamento 4= T1TT[cAMP].

PKA

Fonte: Martins, 2016.
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Vasorelaxant action of the total alkaloid fraction obtained from Solanum
paludosum Moric. (Solanaceae) involves NO/cGMP/PKG pathway
and potassium channels
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Ethnopharmacological relevance: Solanum paludosum Moric. (jurubeba-roxa) is commonly used to treat
Received 2 December 2011 hypertension as a substitute for Solanum paniculatum L. (jurubeba verdadeira). The total ethanolic extract

Received in revised form 13 February 2012
Accepted 17 March 2012
Available online 26 March 2012

from the root bark of Solanum paludosum have been found to cause hypotension in rats.

Aim of the study: To investigate the mechanism by which the total alkaloid fraction obtained from the
root bark of Selanum paludosum (FAT-SP) acts as a vasorelaxant agent on rat thoracic aorta.

Materials and methods: Rings of rat aorta were suspended in organ bath containing Krebs solution at 37 “C,

mr"? paludosum bubbled with carbogen mixture (95% O; and 5% COz) under a resting tension of 1 g. Isometric contractions
Total alkaloids were measured using a force transducer coupled to an amplifier and a microcomputer.

Rat aorta Results: FAT-SP has been found cause relaxation of the aortic rings pre-contracted with phenyle-
NO/sCG/PKG pathway phrine (Phe) in a concentration-dependent manner, in the presence and absence of endothelium.
Potassium channels This effect was more potent on the endothelium-intact aorta. In the presence of endothelium, nei-

ther indomethacin (non-selective cyclooxygenase inhibitor) nor atropine (non-selective muscarinic
receptor antagonist), produced significant changes on the relaxation response. On the other hand,
in the presence of calmidazolium (a calmodulin inhibitor), N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,
nitric oxide synthase inhibitor), hydroxocobalamin (HDX) (scavenger of free-radical nitric oxide), 1-
H-[1,2.4]-oxadiazolo-[4,3a]-quinoxalin-1-one (ODQ, selective blocker of soluble guanylate cyclase),
Rp-8-bromo-B-phenyl-1,N?-ethenoguanosine 3":5'-cyclic monophosphorothioate sodium salt hydrate
(Rp-8-Br-PET-cGMPS, competitive inhibitor of cGMP-dependent protein kinase G) or TEA* (tetraethy-
lammonium, nonselective potassium channel blocker), the vasorelaxant effect was significantly reduced,
suggesting the involvement of NO/sCG/PKG pathway and potassium channel opening in vasorelaxant
action of the FAT-SP.
Conclusion: The mechanism of vasorelaxant activity of the FAT-SP on rat aorta involves both NO/sCG/PKG
pathway and potassium channels.

© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Ent-7a-acetoxytrachyloban-18-oic acid and ent-7a-hydroxytrachyloban-18-oic acid
from Xylopia langsdorfiana A. St-Hil. & Tul. modulate K™ and Ca** channels to reduce
cytosolic calcium concentration on guinea pig ileum

Rosimeire F. Santos ?, Italo R.R. Martins °, Rafael A. Travassos °, Josean F. Tavares ®¢, Marcelo S. Silva >,
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9 Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Mt? history: In this study we investigated the mechanism underlying the spasmolytic action of ent-7c-acetoxytrachylo-
Received 30 September 2011 ban- 18-oic acid (trachylobane-360) and ent-7a-hydroxytrachyloban-18-oic acid (trachylobane-318), diter-

Received in revised form 15 December 2011

nes obtained from Xylopia langsdorfiana, on guinea pig ileum. Both compounds inhibited histamine-
Accepted 17 December 2011 pe iy gpn i su P P

induced cumulative contractions (slope = 3.5+ 0.9and 4.4 +0.7) that suggests a noncompetitive antagonism

Avalabie oaline 27 December 201) to histaminergic receptors. CaCl,-induced contractions were nonparallelly and concentration-dependently re-
Keywords: duced by both diterpenes, indicating blockade of calcium influx through voltage-dependent calcium channels
Intestinal smooth musde (Ca,). The Ca, participation was confirmed since both trachylobanes equipotently relaxed ileum pre-
Spasmolytic activity contracted with S-(—)-Bay K8644 (ECs=3.5+0.7x10—" and 1.1 +£02x10—> M) and KQ (ECsq =55+
Diterpene 0.3x10—"and 1.4 +0.2x 10—*M).K ™ channels participation was confirmed since diterpene-induced relax-
Xylopia langsdorfiana ation curves were significantly shifted to right in the presence of 5mM tetraethylammonium (TEA™)
lonic channels (EC50=0.5+0.04x10—* and 20+ 05x 10— M). ATP-sensitive K™ channel (Kayp), voltage activated K™
Glcium channels (Ky), small conductance calcium-activated K. channels (SK¢,) or big conductance calcium-

activated K™ channels (BK¢,) did not seem to participate of trachylobane-360 spasmolytic action. However
trachylobane-318 modulated positively Kap, Ky and SKe; (ECso=1.1403x10— 07 £0.2x 10— and 07 +
0.2x 10—* M), but not BK.. A fluorescence analysis technique confirmed the decrease of cytosolic calcium con-
centration ([Ca®*].) induced by both trachylobanes in ileal myocytes. In condusion, trachylobane-360 and
trachylobane-318 induced spasmolytic activity by K™ channel positive modulation and Ca®~ channel blockade,
which results in [Ca® 7). reduction at cellular level leading to smooth muscle relaxation.

© 2011 Published by Elsevier B.V.
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SHORT COMMUNICATION

Spasmolytic activity of trachylobanes ent-7a-acetoxytrachyloban-18-oic
acid and ent-7a-hydroxytrachyloban-18-oic acid isolated from
Xylopia langsdorfiana A. St-Hil. & Tul. (Annonaceae)
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(Received 20 July 2011; final version received 28 September 2011)

We aimed to investigate the possible spasmolytic activity of ens-7a-acetoxytrachy-
loban-18-oic acid (1) and ent-7a-hydroxytrachyloban-18-oic acid (2) on smooth
muscle models. In male rat aorta and rat uterus, both diterpenes were unable to
trigger spasmolytic action. However, 2 relaxed guinea-pig trachea: Compounds 1
and 2 antagonised, significantly and concentration-dependently, carbachol- and
histamine-induced phasic contractions in guinca-pig ileum. Morcover, they
induced a significant and concentration-dependent relaxation in pre-contracted
(KCl, carbachol or histamine) guinea-pig ileum, with 2 being 15 times more potent
than 1 in histamine-contracted ileum. These dissimilar results may be due to
chemical differences between them. Thus, we demonstrated that 1 and 2 seem to be
promising spasmolytic agents, although further studies are required to elucidate
the spasmolytic action mechanism.

Keywords: diterpene; Annonaceae; smooth muscles; spasmolytic;
Xylopia langsdorfiana
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Spasmolytic activity of Hyptis macrostachys Benth.
(Lamiaceae)
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Hyptis is a worldwide genus cited by its medicinal uses. Hyptis macrostachys Benth., a species
popularly known in Brazil as “alfavaca-brava” and “hortela-do-mato”, is used in folk medicine to relief
asthma, cough and bronchitis symptoms. Thus, this study investigated a possible spasmolytic effect of
the aerial parts ethanol extract from H. macrostachys Benth. (HM-EtOHp,) on several smooth muscle
models. On the rat aorta, the uterus was observed and guinea pig trachea HM-EtOH;p, did not show
relevant spasmolytic action in all tested concentrations (243 to 729 pg/ml). However, on guinea pig
ileum, HM-EtOHp, (9 to 729 pug/ml) significantly (p < 0.001) inhibited in a concentration-dependent
manner the contractions induced by carbachol (CCh) 10 M and histamine 10 M as well as relaxed this
organ in an equipotent and concentration-dependent (1 to 729 pg/ml) manner when pre-contracted with
CCh 10°M, histamine 10° M and KCI 40 mM, suggesting its actions in the voltage-gated calcium
channels (Cay) blockade. Since HM-EtOHp, (9 to 729 pg/ml) inhibited Ca**-induced contractions in Ca®*-
free depolarizing medium and relaxed ileum pre-contracted with S-(-)-Bay K8644 (3 x 107 M) in a
concentration-dependent manner, the hypothesis of Ca, was confirmed. Thus, H. macrostachys Benth.
showed a selective spasmolytic action on guinea pig ileum by blocking ca® entry through Cay.

Key words: Lamiaceae, Hyptis macrostachys Benth., relaxant, antispasmodic, calcium channel.
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Relaxant effect of Ent-7a-hydroxytrachyloban-
18-oic acid, a trachylobane diterpene from
Xylopia langsdorfiana A. St-Hil. & Tul., on
tracheal smooth muscle
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Abstract

Ent-To-hydroxytrachyloban-18-oic acid. a trachylobane diterpene from Xylopia langsdorfiana, has pre-
viously been shown to relax the guinea-pig trachea in a concentration-dependent manner. In this study we
aimed to elucidate the mechanisms underlying this action and so contribute to the discovery of natural prod-
ucts with therapeutic potential. A possible interaction between diterpene and the Ca’>*-calmodulin complex
was eliminated as chlorpromazine (10 M). a calmodulin inhibitor. did not significantly alter the diterpene-
induced relaxation (pD; = 4.38 £ 0.07 and 4.25 = 0.07; mean = S.E.M., n=5). Trachylobane-318 showed a high-
er relaxant potency when the trachea was contracted by 18 mM KCl than it did with 60 mM KCI (pD, = 4.90
+0.25 and 3.88 = 0.01. #=5). suggesting the possible activation of K™ channels. This was confirmed., as in the
presence of 10 mM TEA* (a non-selective K™ channel blocker). diterpene relaxation potency was significantly
reduced (pD> =4.38 £ 0.07 to 4.01 £ 0.06. n=5). Furthermore, K* channel subtypes K arp. Kv. SK¢, and BK¢,
seem to be modulated positively by trachylobane-318 (pD, = 3.91 £ 0.003, 4.00 £ 0.06. 3.45 £ 0.14 and 3.80
+ 0.05, n=5) but not the Kj; subtype channel (pD, = 4.15 + 0.10, #=5). Cyclic nucleotides were not involved
as the relaxation due to aminophylline (pD,= 4.27 = 0.09, n=5) was not altered in the presence of 3 x 10°M
trachylobane-318 (pD, = 4.46 + 0.08, #=5). Thus, at a functional level, trachylobane-318 seems to relax the
guinea-pig trachea by positive modulation of K" channels, particularly the K a1p. Ky, SK¢; and BK¢, subtypes.

Key words: trachylobane, Xviopia langsdorfiana, airway smooth muscle, potassium channels
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Essential oil from the leaves of Xylopia langsdorfiana (Annonaceae) as a
possible spasmolytic agent
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Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. &Tul. (Annonaceae) is popularly known in the
northeast of Brazil as ‘pimenteira da terra’, and an essential oil (XL-OE) was extracted
from its leaves. Since Xylopia species are cited in folk medicine and diterpenes from
X. langsdorfiana have spasmolytic activity, this study aimed to investigate a possible
spasmolytic action of XL-OE on smooth muscle models. XL-OE (243 and 729 pg/mL)
showed low pharmacologic efficacy on guinea pig trachea and rat aorta and uterus.
However, in guinea pig ileum, XL-OE (27-729 pg/mL) inhibited carbachol or
histamine-induced phasic contractions (1 pM) in a significant and concentration-
dependent manner. In addition, XL-OE (81 pg/mL) reduced fluorescence intensity in
ileal myocytes stimulated by histamine, indicating a decrease in cytosolic calcium
concentration, which could explain the spasmolytic activity. Thus, XL-OE proved to be
a promising natural product to be used in gastrointestinal diseases acting by modulating
the cytosolic calcium concentration.

Keywords: Annonaceae; smooth muscle; antispasmodic; calcium; essential oil
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Abstract

Galetin 3,8-dimethyl ether {FGAL), a flavoncid fram the aerial parts of Piptadenia stipulacea {Benth.) Duecke,
was found to exert a relaxant effect on carbachel {CCh}-pre-contracted guinea-pig trachea. Based on
cumulative concentration-response curves to CCh, FGAL antagonized muscarinic receptors pseudo-imeyersibhy
and noncompetitivehy, since it inhibited and shifted these curves towards higher concentrations in 3 nonparalizl
manner. In addition, FGAL was mare potent in relaxing contractions indeced by 18 mM 3= compared to 80 mbd
KC1 {pDi = 5:50 +0:28 and 4.80 £0.07, respectively), indicating the participation of K channsls. In the
presence of 10 mM tetraethylammonium {TEA™) chioride, a nenselective K¥ channel blocker, the relaxant
potency of FGAL was reduced (from pls = 512 £0:07 to 4.87 £0.02). Among s=veral selective blochkers of K
channel subtypes, onhy apamin, an SHCa (smallconductance Ca~ -activated K+ channels) blocker, attenuated
the relaeant potency of FGAL {pDs = 4:8540:08), suggyesting SHCa activation. FGAL was equipotent in relaing
trachea contracted by 80 mk KC1 {pDy; =4:80 +0:07) or 108 M CCh {pDy = 5:02 £0:07), suggesting Ca¥
{woltage-gated calcivm channel), but not ROCs {receptor-cperated calcium channels) participation.

Furthermare, aminophylline-induced relacation (pCe = 4:12 £0:08) was potentiated around 4-fold {pOe = 4:80
+0:44} in the presence of FGAL. Morsover, forskolininduced relaation {pOy = 6:51 £0:08) was potentisted
argund 2. 5-fold {pC = 6:50 £0:08) by FGAL. Conversehy, sodium nitroprusside-induced relaoation was

unaf fected, indicating that the AC/CAMPIFEA pathway, but not the NO pathway, may be medulated by the
flavonoid. Thesa results suggest that, in guinea-pig trachea, FGAL induces relaxation by pseude-imeversible
nonComMpetitive antagonism on muscarinic receptors, modulation of K* and Ca®* channels, as well as activation
of the AC/cAMP/PEA pathway.

HKeywords: Airway Smooth Muscle; Relaxant Action; lonic Channels; Galetin 3 &-Cimsthy] Ether
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Abstract

Studies that evaluate the mechanisms for increased airway responsiveness are very sparse, although there
are reports of exercise-induced bronchospasm. Therefore, we have evaluated the tracheal reactivity and the
rate of lipid peroxidation after different intensities of swimming exercise in rats. Thus, male Wistar rats
(age 8 weeks: 250-300 g) underwent a forced swimming exercise for 1h whilst carrying attached loads of 3,
4, 5, 6 and 8% of their body weight (groups G3. G4. G5. G6 and G8. respectively: n=5 each). Immediately
after the test, the trachea of each rat was removed and suspended in an organ bath to evaluate contractile
and relaxant responses. The rate of lipid peroxidation was estimated by measuring malondialdehyde levels.
According to a one-way ANOVA, all trained groups showed a significant decrease in the relaxation induced
by aminophylline (10-2-10"! M) (pD2=3.1, 3.2. 3.3. 3.3 and 3.2. respectively for G3. G4. G5. G6 and G8)
compared to the control group (pD2=4.6) and the E,,,, values of G5, G6. G8 groups were reduced by 94.2,
88.0 and 77.0%. respectively. Additionally. all trained groups showed a significant increase in contraction
induced by carbachol (10-°-10= M) (pD2=6.0, 6.5, 6.5, 7.2 and 7.3, respectively for G3, G4, G5, G6 and G8)
compared to the control group (pD2=5.7). Lipid peroxidation levels of G3. G4 and G5 were similar in both
the trachea and lung. however G6 and G8 presented an increased peroxidation in the trachea. In conclusion. a
single bout of swimming exercise acutely altered tracheal responsiveness in an intensity-related manner and

the elevation in lipid peroxidation indicates a degree of oxidative stress involvement.

Key words: trachea. aerobic exercise, anaerobic exercise, lipid peroxidation
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