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RESUMO

Triagem e avaliacdo far macol6gica de novosinibidor es de PDE4, da classe das N-metil-
N-acilidrazonas, para controle da asma.

SUZANA VANESSA SOARES CARDOZO

Inibidores de PDE4 atuam aumentando as concentracdes intracel ulares de AM Pc, um segundo
mensageiro com vérias acdes anti-inflamatdrias em células efetoras envolvidas na patogénese
da asma e DPOC. Nesta tese foram avaliados 8 compostos de uma nhova série de inibidores de
PDE4, pertencentes a classe das N-metil-N-acilidrazonas (NAHSs), com base em modelos
experimentais de inflamacéo e remodelamento pulmonar, visando-se identificar potenciais
novos agentes terapéuticos para doengas inflamatérias pulmonares. Foram quantificados
leucocitos infiltrados no tecido pulmonar, a geracdo de citocinas, resisténcia e elastancia
pulmonar, fibrose e a producéo de muco nas vias aéreas de camundongos A/J estimulados,
por viaintranasal, com LPS ou alérgeno. Todas as analises foram realizadas 18 ou 24 h apés a
ultima provocacdo. Culturas primarias de linfécitos e fibroblastos foram também empregadas
para estudo de impacto dos tratamentos ao nivel celular. O potencial pro-emético dos
compostos mais promissores foi indiretamente investigado com base no ensaio de tempo de
anestesia induzido pela mistura de quetamina e xilazina. O tratamento com agentes NAHs
(100 pmol/kg, oral), exceto LASSBIi0-1393, inibiu acentuadamente a hiper-reatividade das
vias aéreas (AHR), o infiltrado leucocitario e a producdo de citocinas, de forma comparavel
a0 observado para rolipram e cilomilast. Observou-se que os NAHs foram também ativos no
bloqueio terapéutico da resposta asmética a érgica desencadeada por ovoalbumina (OVA).
Neste modelo, somente LASSBi0-1406 e LASSBIio0-1407 foram capazes de reverter todas as
alteracdes patol 6gicas avaliadas, incluindo o infiltrado eosinofilico, a fibrose peribrénquica e
a mucogénese, claramente refratérios ao tratamento com o inibidor de referéncia de PDE4
rolipram. O perfil de acdo diferenciada do composto LASSBi0-1407 foi também confirmado
na reversdo das respostas de infiltragdo eosinofilica, secregdo de citocinas, hiperreatividade e
remodelamento das vias aéreas no modelo de asma induzida por HDM, em condi¢des onde o
composto de referéncia cilomilast mostrou eficacia comparativamente menor. Ambos
LASSBIi0-1406 e LASSBi0-1407 foram também mais potentes do que cilomilast e rolipram
no bloqueio da ativacdo e resposta proliferativa de linfécitos e fibroblastos em sistemas in
vitro. Por ultimo, constatou-se que a administracéo oral de LASSBio-1406 e LASSBio0-1407,
diferentemente do observado com rolipram e cilomilast, nédo modificaram o tempo de sono
induzido por quetamina e xilazina, realcando o menor potencial pro-emético dos compostos
NAHs destacados. Tomados em conjunto, os resultados apontam os derivados LA SSBio0-1406
e 0 LASSBio0-1407, como 0s mais promissores na serie estudada de agentes N-metil-N-
acilidrazonicos, inibidores de PDE4, pelo amplo perfil de agdo sobre alteragdes patol bgicas
cruciais associadas a asma, bem como pelo menor impacto sobre efeitos adversos pro-
eméticos. Os compostos LASSBio-1406 e LASSBio-1407 sdo certamente, dentre os
compostos testados, protétipos moleculares de forte potencial terapéutico no tratamento de
doencas inflamatdrias pulmonares cronicas.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
ABSTRACT

Phar macological evaluation of novel orally active PDE4 inhibitors of the class of N-
methyl-N-acylhydrazonesfor control of asthma.

SUZANA VANESSA SOARES CARDOZO

Inhibitors of phosphodiesterase type 4 (PDE4) act by increasing intracellular concentrations
of cyclic AMP, which has a broad range of anti-inflammatory effects on various key effector
cells involved in asthma and chronic obstructive pulmonary disease (COPD). In this study we
have evaluated eight compounds of a new series PDE4 inhibitors, which belong to the class
of N-methyl-N-acylhydrazones (NAHS), using experimental models of lung inflammation
and remodeling order to identify potential new therapeutic agents for pulmonary
inflammatory diseases. Local change in leukocyte levels, cytokines production, airway hyper-
reactivity (AHR) and remodeling were examined in A/j mice challenged intranasally with
LPS or allergen. All analyzes were performed 18 or 24 h after the last chalenge. Primary
Cultured lymph node cells and fibroblasts were also used to assess the effects of NAHs at the
cellular level. Potential provoke emesis of the more promising compounds was investigated
indirectly based on the test sleep time induced by mixture of ketamine and xylazine. NAHS
derivative (100 pmol/kg, v.0.), except LASSBIi0-1393, markedly inhibited the AHR,
leukocyte infiltration and cytokine production, in a comparable manner to that observed in
rolipram and cilomilast. We found that NAHs derivates were also active in the therapeutic
blockade of ovalbumin-evoked alergic asthmatic response. In this model, only LASSBio-
1406 and LASSBio-1407 were able to reverse al pathological changes, including eosinophilic
infiltrate, peribronchial fibrosis and mucus exacerbation clearly refractory to treatment with
the PDE4 inhibitor rolipram. The distinguished the action profile of LASSBio-1407
compound was aso confirmed in the reversal of eosinophilic inflammation responses,
cytokine secretion, hyperresponsiveness and airway remodeling in asthma model induced by
HDM, in conditions where the reference compost cilomilast showed efficacy compared lower.
Both LASSBIi0-1406 and LASSBi0-1407 were also more potent than rolipram, and cilomilast
in blocking the activation and proliferative response of lymphocytes and fibroblasts in vitro
systems. Finaly, it was found that oral administration of LASSBio-1406 and LASSBio-1407,
different from that observed with rolipram and cilomilast, did not change the Sleep time
induced by ketamine and xylazine, highlighting the lowest pro-emetic potential of posted
NAHs compounds . Taken together, the results indicate that LASSBio-1406 derivatives and
the LASSBio0-1407, as the most promising in the studied series of NAHs agents, PDE4
inhibitors, the broad profile of action on crucia pathological changes associated with asthma,
as well as the smallest adverse impact on pro-emetic effects. LASSBio-1406 and LASSBIio-
1407 are certainly among the tested compounds, molecular prototype strong therapeutic
potential in the treatment of chronic pulmonary inflammatory diseases.
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| - Introducéo
1.1 - Definicdo e aspectos epidemiol égicos da Asma

A asma é uma doenca complexa e heterogénea, caracterizada por inflamacéao
pulmonar crénica e obstrucdo das vias aéreas inferiores (van den Berge, Ten Hacken
et al. 2013). Com alto impacto social e econémico, a doenca afeta individuos de
ambos o0s sexos em todas as faixas etérias e pode ser fatal (Lloyd and Hessel 2010;
Poon, Eidelman et al. 2012). Segundo a organizacdo mundial de saude (OMS), a
asma atinge 300 milhdes de pessoas ho mundo, com maior prevaléncia nos paises
desenvolvidos, principalmente devido ao aumento da exposicéo a al érgenos, poluicéo
e a uma estimulacéo reduzida do sistema imunol6gico durante os periodos criticos do
desenvolvimento (WHO, FactSheet No 307, May 2011). Caracterizada como um
importante problema de salde publica em termos de prevaléncia, morbidade e
mortalidade, estima-se que a asma afete uma em cada sete criangas e um em cada
doze adultos em paises ocidentais, sendo responsavel por 20 milhdes de faltas diarias
ao trabalho e escola (Holgate, Arshad et al. 2010; Ribeiro-Filho, Calheiros et al.
2013; Gold, Montealegre et al. 2014).

Aproximadamente 40 milhdes de pessoas com asma residem em paises da
América latina. No Brasil, os estudos epidemiol 6gicos referentes a asma sao poucos.
Dados recentes do "International Study of Asthma and Allergies in Childhood"
(ISAAC), publicados na "Global initiative for asthma" revelam que a prevaléncia da
asma esta aumentando em muitos paises, principalmente em criancas, afetando
aproximadamente 10 % das criangas de 13-14 anos no Brasil (Lai, Beasley et al.
2009; GINA 2014). A "World health organization global burden of disease study"
estima que os gastos anuais devido a asma representem 1.8 % dos gastos totais com
doencas no mundo, sendo responsavel por 346.000 mortes por ano (GINA 2014;
Gold, Montealegre et al. 2014).

A asma pode ser classificada em 3 categorias: controlada, parcialmente
controlada e ndo-controlada (ou grave) de acordo com a frequéncia e intensidade de
sintomas, principalmente dispneia, chiado, tosse seca e sensacéo de aperto torécico,
junto com a limitacdo do fluxo de ar expiratério. Geralmente, esses sintomas e a
limitagdo do fluxo de ar sdo reversiveis tanto espontaneamente quanto apds a
administracédo de medicamentos, ou simplesmente podem se ausentar por semanas ou
meses (Kroegel 2009; GINA 2014).



1.2 - Imunopatologia da asma

A asma é uma doenca multifatorial complexa, na qual a inflamacg&o das vias
aéreas inferiores e o remodelamento adverso pulmonar tém papel central. Essas
alteracbes sdo causadas a partir de um contato inicial com alérgenos presentes no
ambiente, que em individuos suscetiveis podem induzir uma resposta inflamatéria
local (Galli, Tsai et al. 2008; Holgate, Arshad et al. 2010; Holgate 2012).

Fatores genéticos e ambientais podem influenciar o epitélio das vias aéreas,
incluindo sua permeabilidade a alérgenos, favorecendo o desenvolvimento da
resposta inflamatoria alérgica (Galli, Tsai et al. 2008). O epitélio das vias aéreas de
individuos asmaticos apresenta um defeito intrinseco na formacdo das suas juncoes
de ocluséo, e assim na sua funcdo como barreira fisica, facilitando a penetracdo de
alérgenos inalados no tecido. Ademais, uma proporcao dos alérgenos relacionados a
asma apresenta propriedades bioldgicas intrinsecas que aumentam sua capacidade de
penetrar a barreira epitelial e causar dano tecidual. Componentes alergénicos de
acaros, baratas, fungos e animais sao proteoliticos e podem romper as juncdes de
oclusdo e ativar receptores de proteases. Além disso, estimulos ambientais como
virus e poluentes, incluindo fumacga de cigarro, também podem romper as jungdes
ocludentes e comprometer a funcéo de barreira do epitélio das vias aéreas (Galli,
Tsai et al. 2008; Holgate 2012; Lambrecht and Hammad 2012).

Associada com o epitélio das vias aéreas esta uma populacdo de células
especializadas apresentadoras de antigenos (APCs), denominadas células dendriticas
(DCs). Essas células expressam receptores do sistema de imunidade inata e tém o
potencial de captar os alérgenos, processa-los em peptideos pequenos e apresenta-los
via complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC 11) a receptores de
células T CD4" virgens (Tn0 CD4") que fazem a identificaco do alérgeno através de
receptores de reconhecimento de células T (TCR). A apresentacdo do antigeno
juntamente com sinais co-estimuladores, leva a diferenciagio de células T,0 CD4"
em diferentes subpopulagdes, incluindo Tpl, Th2, Thl7 ou células Treg, diferenciadas
de acordo com o perfil de citocinas que produzem (Figura 1.1) (Cohn, Elias et al.
2004; Galli, Tsai et al. 2008; Holgate 2012).

A contribuicdo especifica dos linfocitos Tp2 na asma tem sido documentada
em larga escala, com dados experimentais em humanos e animais de experimentagéo,
ao longo dos anos. Notadamente, evidéncias mostram uma correlagdo positiva entre

namero de linfocitos Tr2 presente nas vias aéreas e o grau de gravidade da asma
2



(Barrett and Austen 2009; Barnes 2011; Bosnjak, Stelzmueller et al. 2011). Os
linfécitos T CD4" do subtipo Th2 sd0 uns dos principais responsaveis por promover
a resposta inflamatoria alérgica, através da secrecéo de citocinas como interleucina
(IL)-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (Lloyd and Hessel 2010; Barnes 2011). Essas citocinas séo
cruciais no recrutamento e ativacdo de células efetoras relacionadas as respostas
alérgicas, como eosinofilos e mastocitos. Por exemplo, alL-5 regula a diferenciacéo,
ativacéo e sobrevida de eosinofilos. A IL-4 controla alguns eventos cruciais como a
diferenciacdo da célula Ty2 e inducdo da mudanca de classe de imunoglobulinas para
o isotipo IgE, em linfécitos B. Além disso, a IL-4 e a IL-5 s&o responsaveis por
aumentar a expressdo de moléculas de adesdo eosinofilo-endotélio, permitindo a
migracdo de eosindfilos para o parénquima pulmonar. A IL-13 tem efeito
pleiotropico e atua em conjunto com a IL-4 em muitas de suas funcdes, além de ser
um mediador crucial na hiper-responsividade da vias aéreas e no remodelamento
tecidual (LIoyd and Hessel 2010; Lloyd and Saglani 2013).

A presenca de IL-4 e IL-13 e a ligacdo de moléculas co-estimuladoras na
superficie das células Ty2 levam a ativacao de linfécitos B que produzem e secretam
IgE especifica para o alérgeno. Essa imunoglobulina secretada pode alcancar a
corrente sanguinea e ligar-se a receptores Fc de alta afinidade (FceRI) presentes na
superficie de basofilos e mastocitos teciduais. Essas células ficam sensibilizadas pela
ligacdo de IgE nos receptores Fc e estdo preparadas para reagirem a uma posterior

exposicdo ao alérgeno (Galli, Tsai et al. 2008) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Reconhecimento do antigeno. O alérgeno € reconhecido pelas células
dendriticas, que migram para os nédulos linféides e promovem a ativacéo dos linfocitos T
através da apresentacdo antigénica.  Os linfocitos T ativados proliferam e produzem
mediadores inflamatoérios, incluindo IL-4 e IL-13. A presenca dessas citocinas e a ligagdo de
moléculas coestimuladoras promovem a mudanca de classe de imunoglobulina para IgE
especifica para o antigeno nos linfocitos B. Adaptado de Galli et al. 2008, Nature.

A resposta asmatica pode ser dividida em duas fases que se diferenciam pela
ordem temporal e pela qualidade dos eventos. A reacao de fase inicial consiste na
resposta imediata (ocorre em segundos ou minutos) apos a reexposi¢cao ao alérgeno,
seguida pela reacao de fase tardia, que reflete ainfluéncia de células inflamatérias. A
constante exposicdo ao alérgeno acarreta uma continua inducdo da resposta
inflamatéria, levando ao dano tecidual e consequéncias graves aos pacientes, como a
cronificacao da resposta inflamatoria pulmonar (Galli, Tsai et al. 2008).

A reacdo da fase inicial ou imediata inicia-se quando um individuo
sensibilizado entra em contato com o alérgeno. Os mastdécitos teciduais e os basofilos
sanguineos sdo ativados pelo acoplamento do antigeno (ligacdo cruzada) as
moléculas de IgE, ligadas nos receptores FceRI na superficie da membrana celular
(Holgate, Arshad et al. 2010; Holgate 2012). Essa ligacdo estimula a secrecdo de
mediadores pré-formados e recém sintetizados, num processo denominado
desgranulacdo. O conteddo liberado durante a desgranulacdo € constituido

principalmente por aminas biogénicas (como histamina), proteoglicanos (como
4



heparina e sulfato condroitina), serina proteases (como triptase e carboxipeptidase) e
varias outras enzimas, mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento (Figura 1.2)(Galli, Tsai et al. 2008).

A liberacdo de mediadores preformados e derivados de lipidios contribuem
para os sinais e sintomas agudos associados a resposta alérgicainicial (Barnes 2011).
As aminas biogénicas, como a histamina, se ligam a receptores especificos presentes
em diferentes tipos celulares. No endotélio, a ligacdo de histamina provoca contracdo
das células, levando ao extravasamento do plasma para os tecidos, além de estimular
a producéo de prostaciclina (PGIl,) e oxido nitrico que levam & vasodilatacdo local.
Adicionalmente, a histamina promove contracdo da célula muscular lisa das vias
aereas. As proteases neutras de serina sdo importantes constituintes proteicos dos
granulos de mastécitos, contribuindo para o remodelamento tecidual e o
recrutamento de células efetoras. Assim como a histamina, os mediadores derivados
de lipidios, principalmente o0s leucotrienos, induzem  vasodilatacéo,
broncoconstriccdo, aumento da permeabilidade vascular, aumento da secrecdo de
muco e da expressao de moléculas de adesdo (Galli, Tsai et al. 2008; Eisenbarth and
Flavell 2009; Holgate 2012). Alguns dos mediadores liberados podem estimular os
terminais periféricos dos nervos sensoriais nas vias aéreas e ocasionar tosse (Galli,
Tsai et al. 2008)(Figura 1.2).

Os mastocitos ativados também liberam mediadores recém-sintetizados,
incluindo citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, mas sdo liberados mais
lentamente do que os mediadores pré-formados (Sismanopoulos, Delivanis et al.
2013). Esses mediadores estdo associados ao recrutamento, ativacao e proliferacdo de
linfécitos, mastocitos e eosindfilos, além de influenciar a funcdo de células
estruturais, incluindo endotélio vascular, células epiteliais, fibroblastos, células
musculares lisas e nervos sensoriais. A liberagéo lenta desses mediadores contribui

para transicéo para reacéo de fase tardia (Figura 1.2) (Galli, Tsai et al. 2008).
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Figura 1.2. Reacdo de fase inicial (ou imediata). O reconhecimento do aérgeno pelas IgEs
especificas ligadas aos receptores FceRI1 dos mastocitos e basofilos promove a ativagdo dessas
células que secretam mediadores preformados e derivados de lipideos, e aumentam a sintese
de inlmeras citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Os mediadores secretados
rapidamente resultam em bronconstriccdo, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e da producdo de muco. A liberacéo lenta de mediadores contribui para a transicéo
para a fase tardia, promovendo o influxo de leucdcitos, através da regulacdo de moléculas de
adesdo e pela secrecdo de mediadores quimiotéticos (LTB, e PGD,) e quimiocinas (IL-8 e
CCL2). Adaptado de Galli et al. 2008, Nature.

A segunda fase da resposta asmatica, denominada de reacdo de fase tardia,
desenvolve-se 2 a 4 h apds a exposi¢cdo do alérgeno e perdura por varias horas. Essa
reacdo parece ser coordenada tanto pelas consequéncias a longo prazo dos
mediadores liberados pelos mastocitos ativados durante a reacdo de fase inicial
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quanto pela estimulacdo antigénica dos linfocitos do subtipo T,2. Os aspectos
clinicos da reacdo de fase tardia refletem a acdo de células efetoras recrutadas da
circulacdo e a liberacdo de mediadores pelas células residentes, caracterizando um
acumulo de células inflamatérias no tecido pulmonar. Esse infiltrado inflamatério é
constituido principalmente de linfocitos Tp2, mastocitos, eosinéfilos, células
dendriticas e macrofagos (Galli, Tsai et al. 2008).

Os eosinofilos sdo os principais constituintes do infiltrado inflamatoério
pulmonar em individuos com asma. A diferenciacdo terminal e a mobilizacdo de
eosinéfilos na medula 6ssea séo dirigidas pela IL-5 secretada durante reacéo de fase
inicial e tardia. Eosindfilos ativados podem produzir e secretar mediadores lipidicos
(como o leucotrieno C4 ( LTC4)), proteinas basicas, citocinas incluindo interferon
(IFN)-y, IL-4, IL-5, IL-13 e quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de
linfocitos Ty2, amplificando a resposta inflamatéria alérgica (Cohn, Elias et al.
2004; Holgate 2012). Os eosindfilos também podem modular a resposta imune
adaptativa e atuar como células apresentadoras de antigeno, agindo como
amplificadores do processo inflamatorio no sitio da inflamacdo (Barrett and Austen
2009) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Reacdo de fase tardia da inflamac&o induzida por alérgeno. A reacdo de fase
tardia reflete as agBes de células imunes e inflamatérias e a secregdo de mediadores pelas
células residentes do tecido pulmonar. Os linfocitos T ativados pelas APCs secretam
mediadores que culminam na ativacdo e migracdo de células inflamatérias para o tecido
pulmonar, levando a amplificacdo da resposta inflamatoria, com aumento da producéo de
muco, hiperreatividade e dano tecidual. Adaptado de Larché et a. 2006, Nature Reviews
[mmunology.

Modelos experimentais utilizando animais, nos quais citocinas de perfil Tn2,
como IL-4, IL-5 ou IL-13, séo individualmente bloqueadas sugerem um importante
papel das citocinas deste perfil na conducéo da inflamacéo eosinofilica, bem como no
declinio da func&o pulmonar, sendo detectavel em pelo menos 50 % dos individuos
com asma (Lloyd and Hessel 2010; Lambrecht and Hammad 2012). Apesar da notéria
contribui¢do dos linfocitos T2 na asma (Figura 1.3), estudos revelam a descoberta
de outros subtipos de células T, como linfocitos Tpl7, Th9 e linfocitos T reguladores
(Treg) que podem contribuir para o desenvolvimento da inflamagéo alérgica e para o
entendimento da heterogenecidade da célula T na patogenia da asma (Lloyd and
Hessel 2010). As células Th17 sdo um subtipo distinto de linfocitos T CD4" efetores
IL-17F e IL-22

que produzem IL-17A, e expressam o fator de transcricdo do



receptor 6rf&o relacionado ao acido retindico- gama e alfa (ROR-yT e RORaq,
respectivamente). A diferenciacdo da célula T naive em células Ty17 se da na
presenca de IL-6 e do fator de transformacéo de crescimento (TGF)-3, através da
ativacao de fatores de transcri¢gdo. A IL-17A é regulada positivamente no pulméo de
pacientes com asma €, 0s niveis elevados |L-17 esta correlacionado com a severidade
da doenga, particularmente em pacientes com neutrofilia, e na asma resistente a
corticoide. Contudo, estudos de bloqueio in vivo revelaram um papel complexo da
IL-17 na alergia pulmonar, sugerindo também um efeito regulatério da IL-17 na fase
inicial dainflamacgéo alérgica (LIoyd and Saglani 2013) (Figura 1.4).

A complexidade que envolve os subtipos de células T efetoras aumentou ainda
mais com a descri¢do recente de uma discreta populagdo de células T CD4" que
secretam IL-9 e dependem do TGF-f e IL-4 para o seu desenvolvimento. A
diferenciacio da célula T CD4" naive em células Th9 requer a expressdo do fator de
transcricdo PU.1, e a secrecdo de IL-9 € regulada positivamente pela IL-25.
Funcionalmente, as células Ty9 intensificam a resposta alérgica pelo recrutamento e
ativacéo especifica de mastocitos no tecido pulmonar (Lloyd and Hessel 2010; Lloyd
and Saglani 2013) (Figura 1.4).

A funcdo reduzida ou alterada das células Tgrey pode fornecer uma explicagéo
plausivel para uma resposta imune inadequada a alérgeno, observada em pacientes
com asma. Varios subtipos de células Treg tém sido descritas e sua presenga ameniza
o desenvolvimento da inflamagdo e da hiper-reatividade das vias aéreas, além de
prevenir a ativagcdo de células dendriticas induzida por alérgeno. Os efeitos
inibitorios das células Trey Se devem principal mente pela produgdo de citocinas anti-
inflamatérias (1L-10), expressao de moléculas inibitorias (CTLA4 e PD-1) e inducgéo
da regulacdo negativa de MHC de classe || e moléculas co-estimuladoras CD80 e
CD86 nas APCs (Lloyd and Hessel 2010; Lloyd and Saglani 2013) (Figura 1.4).
Outros subtipos de linfécitos T também podem estar envolvidos no desenvolvimento
da asma alérgica e podem ser uteis no entendimento da heterogenecidade da
doenca(Lloyd and Hessel 2010).
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Figura 1.4. Heterogenicidade da célula T na resposta inflamatéria alérgica. A asma é
uma doenca hetegerogénia caracterizada por hiperreatividade e remodelamento das vias
aéreas, com aumento da producdo de muco e fibrose subepitelial, e recrutamento de células
inflamatorias para o tecido pulmonar. Algumas das células T que podem interferir na natureza
e magnitude da resposta inflamatoria al érgica através da secrecéo de citocinas e quimiocinas,
recrutando e/ou ativando diversas células. A cédlula Tp2 promove o aumento da producdo de
muco e o recrutamento de eosindfilos e outras células. Ja as células Tyl e Thl7 estéo
associadas com a severidade do quadro asmético e na asma refrataria ao esteréide, os quais
sdo marcados pelo aumento do infiltrado neutrofilico. A célula Trey S80 Ccapazes de regular
negativamente a resposta imune e sdo importantes na homeostase da resposta imune no tecido
pulmonar. A natureza e a magnitude da resposta inflamatéria também é influenciada por
estimulos ambientais, como exposicao de alérgeno, poluicdo e outros. Adaptado de Lloyd e
Hessel 2010, Nature Reviews |mmunology.

A constante exposicdo ao aérgeno acarreta em persisténcia do quadro
inflamatério, levando a alteragOes estruturais e funcionais nos orgaos afetados. Essas
alteracbes acarretam em consequéncias patolOgicas graves nas vias aereas de
pacientes com asma e estdo correlacionadas com o declinio da fungcdo pulmonar
(Lukacs, Hogaboam et al. 2001; Galli, Tsai et al. 2008).
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1.3 - Fisiopatologia da asma

Na asma, a inflamacéo cronica é frequentemente acompanhada de mudancas
estruturais que podem envolver todas as camadas da parede das vias aéreas e
tipicamente estd associada com: aumento do numero e tamanho de células
caliciformes, aumento da producgdo citocinas e quimiocinas pelas células epiteliais, a
presenca de areas de injuria e reparo tecidual, inflamacéo substancial da submucosa,
deposicdo de componentes de matriz extracelular levando a fibrose subepitelial;
aumento no desenvolvimento de miofibroblastos e da vascularidade (angiogénese), e
alteracbes nas células musculares lisas (Figura 1.5) (Lazaar and Panettieri 2004;
Galli, Tsai et al. 2008; Pelaia, Vatrella et al. 2012). A parede das vias aéreas de
pacientes asmaticos € infiltrada com eosindfilos e células mononucleares,
principalmente linfocitos T CD4". Os mastdcitos, macréfagos e neutréfilos também
estdo aumentados em numero no tecido pulmonar de pacientes asmaticos nesta etapa
do processo. No lumen das vias aéreas, 0 muco esta misturado com células efetoras
ativadas, incluindo macrofagos, linfocitos Ty2 e eosinéfilos. Nos casos mais graves,
ocorre também um aumento substancial no numero de neutréfilos. Além disso, essas
alteracOes estruturais acarretam no comprometimento da fung&o de barreira (fisica)
do epitélio das vias aéreas (Lukacs, Hogaboam et al. 2001; Cohn, Elias et al. 2004,
Barnes 2011).

As alteracdes estruturais na parede das vias aéreas e no parénquima pulmonar,
coletivamente referidas como remodelamento, parecem resultar da interacdo de
mediadores inflamatorios com as células do estroma e células inflamatorias. Fatores
locais, incluindo as células estruturais e a matriz extracelular, respondem a
inflamacdo de forma caracteristica e coordenada na tentativa de reparar o dano
causado pela inflamagcdo local. Ademais, o0 espessamento da membrana basal
reticular, como resultado da fibrose subepitelial, acarreta numa reducéo no diametro
do Iumen dessas vias (Cohn, Elias et al. 2004; Lloyd and Robinson 2007; Erle and
Sheppard 2014).

Miofibroblastos derivados do mesénquima apresentam um fenotipo altamente
proliferativo, contratil e secretor e sd0 normalmente responsaveis por reparar o
tecido apds a lesdo. Na asma ha um aumento substancial de miofibroblastos
subepiteliais que esta diretamente relacionado as alteracdes ocorridas na espessura da
membrana basal reticular. Além das células inflamatorias, células do trato

respiratorio contribuem fortemente para o espessamento e obstrucéo das vias aéreas.
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Destaca-se a hiperplasia e hipertrofia de glandulas mucosas e de células caliciformes
que resultam na hipersecrecdo de muco, no estreitamento das vias aéreas que podem
levar a sua ocluséo total (Lloyd and Robinson 2007). H& também um espessamento
da camada subendotelial como resultado da deposicéo de colégeno tipo I, Il, V assim
como fibronectina, laminina e tenascina. A matriz também apresenta um aumento de
proteoglicanos, elastina e glicosaminoglicanos. Os miofibroblastos estdo
hiperpléasicos igual as células musculares lisas que passam ocupar até trés vezes a
area que ocupam em individuos sadios. Além disso, ocorre dilatacdo dos vasos e
angiogénese, aumento da permeabilidade vascular e edema na parede das vias aéreas
(Cohn, Elias et al. 2004; Lloyd and Robinson 2007) (Figura 1.5).

O mecanismo de deposicdo de matriz extracelular parece estar relacionado a
um desequilibrio entre a sintese e a degradac&o de matriz. A deposi¢céo de colageno
nos tecidos é controlada pelo balanco entre as metaloproteases de matriz (MMPs),
responsaveis pela degradagcdo de coladgeno, e o0s inibidores teciduais de
metaloproteases (TIMPs). Na asma, 0 aumento da expressao de TIMP-1 causa
deposicdo de matriz extracelular e o espessamento da membrana basal pela inibicao
da degradacdo da matriz. A propor¢céo entre MMP-9 e TIMP-1 em asméticos esta
reduzida e se correlaciona com o grau de obstrucdo das vias aéreas. Além disso, o
fator de crescimento transformador-beta (TGF-B) sintetizado por uma variedade de
células, incluindo células epiteliais, macréfagos, eosinéfilos, linfocitos e
fibroblastos, estimula a produgéo de matriz extracelular. Outras citocinas, incluindo
a IL-13 sdo consideradas mediadores pro-fibréticos importantes na patogénese da
asma (Cohn, Elias et al. 2004; LlIoyd and Robinson 2007; Bai 2010).

O remodelamento tecidual e a inflamacé&o resultam na hiper-responsividade e
obstrucéo reversivel das vias aéreas, que causam falta de ar e simbilancia. A hiper-
responsividade € definida como um aumento da resposta de broncoconstriccdo a
estimul os ndo-especificos. Essa resposta pode ser avaliada em |laboratorio com testes
de provocacéo brénquica utilizando diferentes estimulos, os quais resultam em
diversas implicagbes clinicas. O mecanismo preciso que controla a hiper-
responsividade brénquica ndo esta bem esclarecido. Sabe-se que a magnitude da
reposta esta correlacionada com o nivel de inflamacdo no tecido pulmonar. Outros
fatores, incluindo a reducdo do diametro das vias aéreas, aumento na contratilidade
de células musculares lisas, grau de injaria tecidual, disfuncdo na regulacdo
neuronal, aumento na permeabilidade microvascular e mediadores inflamatorios,
também estdo envolvidos. Quando as vias aéreas estdo estreitadas pelas mudancas
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estruturais, com presenca de muco e ceélulas inflamatdrias no limen dessas vias,
estimul os que aumentam a contracéo de células musculares resultam invariavel mente

em obstrucéo parcial ou total das mesmas (Cohn, Elias et al. 2004) (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Fisiopatologia da asma. Recrutamento e ativacdo de células inflamatorias
nas vias agreas. A liberacdo de mediadores inflamatérios resulta em broncoconstricéo,
extravasamento do plasma, vasodilatac8o, hipersecrecdo de muco, ativacdo de nervos
sensoriais, hipertrofia e hiperplasia de células musculares lisas e broncoconstricéo induzida
por reflexos colinérgicos. Além desses efeitos, ocorrem mudancgas estruturais incluindo
fibrose subepitelial, angiogénese, aumento do nimero de células produtoras de muco, e
espessamento da camada de células musculares lisas das vias aéreas. Adaptado de Barnes
2004, Nature reviews drug discovery.
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1.4 - Estratégias terapéuticas na asma

A asma € uma doenca altamente heterogénea, o que constitui um desafio
adicional para o desenvolvimento de novas terapias. Essa heterogeneidade deve-se a
combinacdo de fatores ambientais e genéticos e manifesta-se em muitos niveis
incluindo na etiologia, patogénese, prognostico, e na resposta ao tratamento (Rolph,
Sisavanh et al. 2006).

Durante as ultimas décadas, o tratamento mais utilizado no controle da asma
consiste na combinag&o de duas classes terapéuticas, os anti-inflamatorios esteroidais
(ex: budesonida, fluticasona) e o0s agonistas [-adrenérgicos (ex: salmeterol e
sabultamol). Os glicocorticoides suprimem a inflamagcdo e o0s agonistas [3;-
adrenérgicos impendem a broncoconstriccdo, prevenindo e evitando a exacerbacdo
dos sintomas da asma na maioria dos pacientes (Rolph, Sisavanh et al. 2006).
Embora a terapia com agentes glicocorticoides, em geral, apresente éxito no controle
dos sintomas da asma, em pacientes com sintomas persistentes e recorrentes
exacerbacbes, doses altas sdo requeridas 0 que ocasiona graves efeitos colaterais
sistémicos. Além disso, aproximadamente 5-10% dos individuos asmatico
permanecem sintomaticos e refratérios ao tratamento, apontando para a inequivoca
necessidade de novas alternativas terapéuticas. Outros farmacos eficazes no
tratamento da asma, incluem os inibidores de fosfodiesterase (PDE) e os antagonistas
de leucotrienos (Rolph, Sisavanh et al. 2006; Currie, Alluri et al. 2007; Cortijo,
Iranzo et al. 2009). Além disso, recentes avangos no entendimento da imunopatologia
da asma sugerem que terapias biol dgicas focadas no bloqueio de citocinas podem ser
potencialmente Uteis no controle da asma (Pelaia, Vatrella et al. 2012). A terapia
fundamentalmente deve focalizar de forma especial a reducdo da inflamacgdo e do
remodelamento tecidual, protegendo o0s pacientes contra a perda progressiva da

funcéo pulmonar.

1.4.1 — Anti-inflamatérios esteroidais

Os glicocorticoides suprimem a inflamacé&o das vias aéreas através da inibicéo
da expressao de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo, levando a reducéo do
recrutamento, maturacéo e ativacdo de células efetoras importantes na patogénese da
asma (Barnes 2006). Os beneficios do tratamento com glicocorticoides inalados

incluem a reducdo da obstrucdo das vias aéreas, das exacerbacbes da asma e da
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necessidade de internagdo, melhorando a qualidade de vida de grande maioria dos
asmaticos (Adcock and Barnes 2008).

Os glicocorticoides livres difundem-se através da membrana celular e se ligam
a receptores citoplasméticos, denominados receptor de glicocorticoides (GR). Essa
interagdo resulta na ativagdo do receptor e sua subsequente translocacdo para o
nuacleo, onde a atividade transcricional de genes alvos € modulada por varios
mecanismos, de maneira a estimular (transativacdo) e reprimir (transrepressdo) a
expressao génica. Na transativacdo, o complexo receptor-glicocorticoide ativado
forma um dimero e liga-se ao elemento de resposta ao glicocorticoide (GRE) na
regido promotora dos genes sensiveis ao esteroide, levando a transcri¢do dos genes
responsaveis pela codificacdo de mediadores anti-inflamatérios, assim como anexina-
1, mitégeno proteina quinase ativada fosfatase-1 (MKP-1) e do inibidor do fator
nuclear-kB (IkB). J& na transrepressdo, o homodimero receptor-glicocorticoide
ativado interage com moléculas coativadoras que apresentam atividade histona
acetiltransferase (HAT) intrinseca, as quais séo ativadas por fatores transcricionais
pré-inflamatérios (como AP-1 e NF-kB), impedindo sua ativacdo e promovendo a
inibicdo da expressdo dos genes inflamatorios, ativados por estes fatores (Barnes
1998). A acetilacdo das histonas permite o desenrolar regides especificas do
DNA,que se encontram enoveladas em proteinas especiais histonas, liberando o
acesso para a acao de fatores de transcricdo a regido promotora do DNA. A
acetilacdo é regulada por um balanco entre a atividade das HATs e histona
desacetilase (HDAC). Contudo, o0s glicocorticoides suprimem a inflamacao
principalmente pelo recrutamento da HDAC2 para multiplos genes inflamatorios
ativados, as quais levam a desacetilacdo de genes e sua subsequente repressao génica
(Barnes 2006). Ademais, os glicocorticoides podem exercer efeitos diretos sobre as
células inflamatorias incluindo eosindfilos, linfécitos T e mastocitos. Nos
eosinofilos, os esteroides inibem a liberacdo de mediadores, a agcdo permissiva de
citocinas (como IL-5) sobre a sobrevida, contribuindo para reducédo da eosinofilia das
vias aéreas. Os esteroides inibem a ativagéo dos linfécitos T e blogueiam a liberagéo
de citocinas, as quais sdo importantes no recrutamento e sobrevida de células
inflamatdrias envolvidas na patogénese da asma. Nos mastécitos, os esteroides nao
parecem ter um efeito direto sobre a desgranulacdo mastocitéria, mas ha evidéncias
de que a exposicao reduza o numero de mastdcito na mucosa (Barnes 1998).

Os glicocorticoides inalados revolucionaram o tratamento da asma. Os

principais farmacos utilizados na clinica sdo a budesonida e o0 propionato de
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fluticasona. Contudo esses farmacos podem ser absorvidos no pulmdo ou na mucosa
nasal, em doses altas, podem exercer também alguns efeitos sistémicos. Na asma
grave o uso de glicocorticoides inalados precisa muitas vezes do reforco do
tratamento com a administracdo também por via oral, 0 que aumenta os riscos de
efeitos adversos (Barnes 2011; Barnes 2013). Em criangas, os efeitos sistémicos
podem resultar em inibicdo do crescimento. Nas mulheres asmaticas, tratadas com
esteroides inalados, ocorrem reducdes significativas de densidade mineral 0Ossea,
mesmo em pequenas doses. Ademais, os efeitos benéficos dos glicocorticoides sao
frequentemente limitados pelos efeitos colaterais graves incluindo osteoporose,
hiperglicemia, hipertensdo, glaucoma, aumento do risco de infec¢des e supresséo da
adrenal (Barnes 2002; Barnes 2013). Além dos efeitos sistémicos associados ao
tratamento a longo prazo, alguns pacientes asmaticos ndo respondem ao tratamento
com glicocorticoides sistémicos e inalados, independente da dose e do periodo de
tratamento (Chu and Drazen 2005).

A resisténcia aos efeitos anti-inflamatorios e imunomoduladores dos
glicocorticoides, em pacientes com asma grave, pode estar relacionada a alteracdes
diversas e até o momento ndo foram completamente compreendidas. Uma da
evidéncias é a reducdo da translocacdo nuclear de GR-a apos ligacdo ao
glicocorticoide. Outros mecanismos podem induzir resisténcia aos efeitos dos
glicocorticoides, como a reducdo do numero de GR-a, da afinidade de ligacdo do
esteroide ao GR-a, da habilidade de GR ligar-se ao DNA, como também o aumento
da expressdo de fatores transcricionais pro-inflamatorios, os quais competem pela
ligacdo no DNA, da expressdo de GR-B (inibidor dominante negativo do GR-a) e
reducdo na expresséo e atividade de HDAC2 (Barnes 2013). A reducéo de C/EBPa
(CCAAT/enhancer binding protein a) nas células musculares lisas de asméaticos
graves é responsavel pela perda da fungdo de GR, e subsequente incapacidade do
esteroide de inibir a proliferacdo dessas células e induzir a formagéo de mediadores
anti-inflamatorios (Matthews, 1to et al. 2004; Barnes 2006). Além disso, fatores
como o antagonismo do receptor GR, o microambiente de citocinas e a acao de
horménios também podem contribuir para a resisténcia ao glicocorticoides. Sabe-se,
por exemplo, que o neuropeptidio pro-inflamatorio prolactina, produzido por células
mononucleares, pode atuar como antagonista endogeno do glicocorticoide reduzindo
sua eficacia. Citocinas como o fator de inibicdo da migracdo de macrofagos (MIF)
contrapde os efeitos anti-inflamatdrios e imunossupressores dos glicocorticoides.

Ademais, acredita-se que a insensibilidade aos corticoides em pacientes com asma
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grave possa ser mediada pelos niveis persistentemente elevados das citocinas IL-2,
IL-4 e IL-13. A adicéo in vitro destas citocinas reduz a inibicdo da proliferacdo de
linfécito T induzida por dexametasona, 0 que parece associado a capacidade dessas
citocinas reduzirem a afinidade do esteroide ao receptor GR-a. De fato, um dos
mecanismos melhor descrito de resisténcia envolve a participacdo da enzima p38
MAP quinase (p38 MAPK), ativada pelas proteinas descritas acima, promovendo a
fosforilagdo do receptor GR-a via p-38 MAPK. O entendimento de toda a base
molecular de resisténcia ao glicocorticoide em pacientes com asma grave pode
contribuir para o desenvolvimento racional de novas abordagens terapéuticas (Barnes
1998; Marwick, Ito et al. 2007; Adcock, Marwick et al. 2010; Yim and Koumbourlis
2012).

1.4.2 — Agonistas 2-adrenérgicos

Os agonistas 2 atuam como broncodilatadores que ativam diretamente o0s
receptores 2 nas células musculares lisas das vias aéreas. A funcdo dos receptores 3
no pulmédo é regulada por vé&rios mecanismos que afetam o controle do ténus da
musculatura lisa peribronquica e outras importantes respostas da asma. Esses
farmacos sdo antagonistas funcionais e podem prevenir e reverter os efeitos de
substancias bronconstrictoras diversas, incluindo leucotrieno (LT) D4, acetilcolina,
bradicinina, prostaglandinas (PG), histamina e endotelinas (Moore, Calder et al.
2003).

Os receptores 2 séo amplamente distribuidos nas vias aéreas e estdo presentes
em diversos tipos celulares que participam da patogénese da asma (Barnes 2011).
Apls a ligagdo desses agonistas ao adrenoreceptor (2, a adenilato ciclase é
estimulada pela subunidade By da proteina G, e converte a adenosina trifosfato
(ATP) em adenosina 3,5’-monofosfato ciclica (AMPc), a qual ativa a proteina kinase
A (PKA). Essa enzima promove o relaxamento do muasculo liso através da
fosforilagdo da cadeia leve da miosina e pela abertura de canais de célcio (Ca*")
dependente de potéssio (K*), aliviando a broncoconstricgdo na asma (Holgate and
Polosa 2008). Além disso, os agonistas 32 inibem a neurotransmisséo colinérgica nas
vias aéreas humanas, reduzindo a broncoconstric¢éo induzida por essa via. Alguns
estudos também demonstraram que 0s agonistas [B2-adrenérgicos aumentam a
condutancia de canais de K* das vias aéreas, provocando hiperpolarizagdo e

relaxamento da membrana. Em parte, isso ocorre por mecanismos independentes da
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atividade da adenilato ciclase e da producdo subsequente de AMPc (Moore, Calder et
al. 2003; Holgate and Polosa 2008; Barnes 2011).

Os agonistas 32, com poucas excegdes, sao administrados diretamente nas vias
aéreas por inalacdo e podem ser classificados em agentes de ag&o curta ou longa. Os
agonistas de curta duragdo (= 4 h), incluindo albuterol e o levalbuterol, sdo usados
para o alivio sintomético da asma, enquanto os agonistas de longa duracédo (> 12 h),
incluindo salmeterol s&o usados profilaticamente no controle da doenca, diminuindo
afrequéncia e o numero de exacerbacfes (Barnes 2004).

Os agonistas 2 sdo até hoje os broncodilatadores mais eficazes no tratamento
da asma e exercem pouco ou nenhum efeito sobre o processo inflamatério. Alguns
estudos relatam que a estimulacdo desses receptores inibe a funcédo de células
inflamatorias, incluindo mastécitos, eosinofilos e linfocitos. Como dito, a
estimulacdo dos receptores [(2-adrenérgicos provoca elevacdo do AMPc, o que
desencadeia uma série de reagbes que levam a inibicdo da liberacdo de mediadores
inflamatérios importantes na patogénese da asma. No entanto, o tratamento cronico
com um agonista 2 frequentemente leva a dessensibilizacéo do receptor e a reducéo
dos seus efeitos. A velocidade e o0 grau de dessensibilizagdo desses receptores
dependem do tipo celular. Por exemplo, os receptores 32 das células musculares lisas
das vias aéreas sdo relativamente resistentes a dessensibilizagdo, enquanto os
receptores de mastocitos, linfocitos e eosindfilos sdo rapidamente dessensibilizados
apos a exposicdo de um agonista (Moore, Calder et al. 2003; Kandeel, Balaha et al.
2013). Isso pode explicar porque existem poucas evidéncias de que esses farmacos
sejam eficazes em inibir a inflamacdo das vias aéreas associada com a asma. E
importante ressaltar que vérios estudos realizados recomendam que o tratamento da
asma com um agonista do receptor 2-adrenérgico deve ser sempre acompanhado do
uso de anti-inflamatorios (GINA 2014).

Os agonistas de receptores (2-adrenérgicos sdo a terapia de escolha para o
controle da broncoconstriccdo na asma. Contudo, sua utilizacdo € limitada pelos
efeitos adversos e pela dificuldade de adequacdo ao tratamento apresentada por
alguns pacientes. Os efeitos adversos estéo associados a doses altas dos agonistas 2-
adrenérgicos, seja por via oral ou inalatoria. Os efeitos mais frequéntes sao tremores,

caimbras muscul ares, taquicardias e disturbios metabolicos (Lipworth 2007).
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1.4.3 — Antagonistas do receptor de cisteinil leucotrienos (CysL T)

Os CysLTs sao potentes broncoconstritores das vias aéreas, e induzem o
extravasamento de plasma. H& evidéncias, que os CysLTs podem promover a
inflamacdo eosinofilica e aumentar a secrecdo de muco. Os antagonistas dos
receptores de CysLT1, montelukast, pranlukast e zafirlukast, bem como o inibidor da
sintese de leucotrienos, zileuton sdo medicamentos eficazes no controle da
broncoconstric¢do. Estudos clinicos demonstraram que esses farmacos melhoram os
sintomas da asma, fungdo pulmonar e reduzem a necessidade de recorrer ao uso de
broncodilatadores (Lynch, O'Neill et al. 1999; Currie, Alluri et al. 2007; Genovese,
Rossi et al. 2008). A principal vantagem desses farmacos € que eles séo eficazes por

viaoral e ndo apresentam efeitos adversos sérios (Lazaar and Panettieri 2004).

1.4.4 - Inibidores de fosfodiesterase (PDE) 4

As fosfodiesterases (PDEsS) sdo um grupo de 11 superfamilias de
metal ofosfohidrolases estruturalmente relacionadas, mas funcionalmente distintas
(PDE1 a PDE11), que estdo envolvidas na degradacdo dos nucleotideos ciclicos
purinérgicos (AMPc e GMPc) (Houslay and Baillie 2005). A diversidade molecular
das PDEs esta associada a regulacdo especifica e funcionalmente importante de
processos fisioldgicos e patolégicos, e tem estimulado a indlstria farmacéutica a
desenvolver inibidores para 9 das 11 familias de PDEs (Lazaar and Panettieri 2004;
Maurice, Ke et al. 2014).

A fosfodiesterase (PDE) do tipo 4 é a isoforma predominante nas células
estruturais, inflamatérias e imunes envolvidas na fisiopatologia da asma. A PDE4
constitui um grupo de enzimas farmacologicamente distintas codificadas por, pelo
menos, quatro genes (PDE4A, PDE4B, PDE4C, PDE4D), os quais apresentam
especificidade pelo AMPc (Fan Chung 2006). A importancia do AMPc € evidenciada
pela multiplicidade de PDEs, codificadas pelo genoma humano, que o hidrolisam, e
sua extrema conservagao entre espécies durante as pressdes evolutivas (Houslay and
Baillie 2005). A PDE4 é encontrada em diversos tipos de células e tecidos, incluindo
leucocitos, musculo liso das vias aéreas e vasculares, endotélio e cérebro. O
envolvimento da PDE4 em processos patolOgicos associados com esses tecidos
sugere um potencial ponto de intervencdo farmacoldgica em diversas desordens

inflamatdrias, vasculares, angiogénicas e neurologicas (Houslay and Baillie 2005).
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Através da modulacédo dos niveis de AMPc, a PDE4 regula a resposta de leucocitos
incluindo agbes pro-inflamatérias de monaocitos, células T, eosinofilos e mastocitos.
Além de regular a contragcdo do musculo liso das vias aéreas e vasculares, e a
sinalizacdo de neurotransmissores (como N-metil-D-aspartato — NMDA). Estudos
mostram que células de pacientes atdpicos apresentam um aumento na expressao de
PDE4 (Barnes 2004). Deste modo, a familia das fosfodiesterases do tipo 4 tem
atraido consideravel interesse nas Ultimas décadas como alvo no tratamento da asma

e da doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (Figura 1.6).

Meutrofilo
{irfacita T Redugio da produgio de ILE e
Reducdo da Produgdo de LTE4
citocinas Ciminui 'z stividade de ROS
Supressio da fiberacio de MPD
Em‘ _I;,M,-T: 2 e = Macrofago
- ge A b gl M aminus 2 0 330 de THF-
Ensinofilo 11 T v D.!_-rflr"?ﬁ' ;It:er:_,-uf_"' de TMF
Redupio da produpao de RGOS = \ ; alfa, LTC. & LTE.
Lo ; \\\ y Auments 3 produgSo de |L-10
i A,
\\ b : 7] Mastocio
™ s Diminue 3 desgranulscio
Fibroblzsto \-\ oo
Atenus 3 ativapao/profiferacao ). Inibidores de PDE4 :’:H
.-/-l .
’ =
-";-r : " H""\-.
ri F \-\ " =
ri . Nervos perifericos
i \\‘H\
Misculo liso das vias 3ereas / ! N
fr’r Celulas epitelias Celulas endotelizis
i Diminwe 3 fiberacSo oz LS 2 Dimninie 3 eXprassan de
THF-alfa molgoulas de zdes
Diminue 3 secregao de muco Reduz a expressio de MUCEAC transmigragdo de linfocites

Figura 1.6. Amplo espectro de efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores dos
inibidores de PDE4 na asma. Esses inibidores suprimem o recrutamento e ativacéo de
células inflamatorias, e a hiperplasia e hipertrofia de células estruturais, aspectos cruciais na
fisiopatologia da asma. Adaptado de Currie et a. 2008, Britsh Journal Clinical

Pharmacology.
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A teofilina € um inibidor ndo seletivo da PDE, utilizado no tratamento da
asma e da DPOC por mais de 70 anos. A inibicdo indiscriminada de enzimas PDEs
leva a0 aumento dos niveis de AMPc e guanosina monofosfato ciclica (GMPc) em
varios 0rgédos e tecidos incluindo: pulméo, rins, cérebro, coracdo, pancreas e figado,
resultando em uma gama de efeitos adversos. Apesar das limitagbes, o uso da
teofilina € recomendado para pacientes com asma grave (ndo-controlada ou resistente
a corticoide) e DPOC (Currie, Butler et al. 2008; Barnes 2010) (Figura 1.7).

Véarios projetos de desenvolvimento de inibidores de PDE4 estdo sendo
implementados por grandes laboratérios de pesquisa no mundo, visando o tratamento
de doencas respiratorias incluindo asma, baseados em achados que indicam efeitos
marcados sobre caracteristicas cruciais da doenca, tais como inibicdo do
recrutamento e ativacao de células inflamatorias, além de beneficios sobre a funcao
pulmonar em resposta a estimulos variados (Houslay, Baillie et al. 2007; Lynch,
Baillie et al. 2007; Hoymann, Wollin et al. 2009).

O desenvolvimento do rolipram forneceu um novo paradigma para 0S
inibidores seletivos da PDE4. Muitos compostos foram subsequentemente
desenvolvidos, e a familia de inibidores dialcoxifenil (catecol) aumentou e tem sido
amplamente estudada ao longo dos anos. Estudos in vitro e in vivo demonstraram que
o rolipram e outros inibidores de PDE4 inibem a resposta induzida por alérgeno na
asma, reduzindo as exacerbacdes e melhorando a funcdo pulmonar (Houslay and
Baillie 2005; Currie, Butler et al. 2008). Bousquet e cols mostraram que o tratamento
com 500 pg do inibidor de PDE4 roflumilast por via oral, uma vez ao dia foi
comparavel ainalacdo de 400 pg do glicocorticoide beclometasona trés vezes ao dia,
melhorando a funcdo pulmonar e os sintomas em pacientes com asma persistente.
Portanto, os inibidores de PDE4 podem fornecer, no tratamento da asma, um
simplificado e eficiente regime terapéutico quando comparado aos glicocorticoides
inalados (Bousquet, Aubier et al. 2006).
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Familia Distribuigdo primdria nos tecidos

_-I PCEN Coragdo, cerebro, pulmio & miscule liso

—..i PDE2 Adrenal, coragio, pulmio, figado & plaquetas
_I POE} Coragio, pulmio, plaguetas, tecido adiposo e imunocitos

Celulas do sistema

i POES imune e inflamatorias = |———————Rolipram, cilomilast, roflumilast
Celulas estruturais do
tecido pulmonar

Teofilina i FLOES  Pulmio, plaguetas e misculo liso
—I PDES  Fotoreceptores

4’ POET Misculo esquelético, coragdo, rins, cerebro e células T

—i PFDEB Olhos, figado, misculo esquelético, coragio, rins, ovario,
cerebro e células T

l FOES Rins, pulmic e cerebro
'—'I POEID  Testiculos e cerehro
i

Misculo esqueletico, prostata, rins, figadeo, glandulas salivares e testiculos

Figura 1.7. A PDE é encontrada em uma variedade de células e tecidos do corpo. A
teofilina inibe de forma ndo-especifica a PDE. Enquanto que o cilomilast/roflumilast/rolipram
inibe de forma especifica a PDE4. Adaptado de Barnes 2010, Trends Pharmacology Science.

Contudo, o potencial terapéutico dos inibidores de PDE4 tem sido limitado
pelos efeitos adversos de nduseas e voémitos, observados em humanos e em varias
espécies de animais apos a administracdo de compostos estrutural mente diversos. O
principal desafio no desenvolvimento de nova geracdo de inibidores da PDE4 é
melhorar o indice terapéutico dessa classe de compostos. O entendimento da
farmacologia basica dos inibidores de PDE4 € extremamente importante para se
avaliar de que forma os efeitos adversos dessa classe de agentes podem ser
evitados(Fan Chung 2006; Maurice, Ke et al. 2014).

A subunidade catalitica das 4 subfamilias da PDE4 pode adotar dois estados
conformacionais distintos. Esses dois estados conformacionais, nos quais o inibidor
especifico rolipram apresenta alta e baixa afinidade, foram inicialmente investigados.
Hirose e cols sugeriram que a ocupacdo do sitio de ligacdo de alta afinidade do
rolipram no sistema nervoso central seria responsavel, pelo menos em parte, pelos
efeitos eméticos dos inibidores de PDE4 (Hirose, Manabe et al. 2007). No entanto,

alguns autores ressaltam o papel dos subtipos de PDE4. Camundongos deficientes de
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PDE4D apresentam reducdo do tempo de anestesia induzida por ketamina e xilazina
(comportamento correlacionado com os efeitos eméticos em roedores) em
comparacdo com 0s animais controles, o que ndo acontece com camundongos
deficientes de PDE4B, principal subtipo associado aos efeitos anti-inflamatorios.
Além disso, a atividade no tronco cerebral sensivel ao rolipram reduziu em
camundongos deficientes de PDE4D. Isto sugere que os efeitos adversos desses
inibidores estejam associados a inibicdo do subtipo de PDE4D no sistema nervoso
central (Hirose, Manabe et al. 2007; Kodimuthali, Jabaris et al. 2008). Dentre as
estratégias a serem estudadas para viabilizar o uso clinico desses compostos e reduzir
efeitos colaterais estdo o tratamento através da viainalatoria, e/ou o desenvolvimento
de inibidores ndo-eméticos de PDE4 pela inibicdo seletiva da PDE4B (Houslay,
Baillie et al. 2007; Lynch, Baillie et al. 2007; Hoymann, Wollin et al. 2009). Neste
contexto, o Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substéncias Bioativas
(LASSBio®-UFRJ), principal parceiro no desenvolvimento desta tese, tem
acumulado grande experiéncia na identificacdo e compreensdao das razdes
moleculares de novos prototipos anti-inflamatorios, especialmente aqueles que
apresentam padrédo estrutural N-acilidrazénico (Fraga and Barreiro 2006) e
sulfonamidico (Lima, Ormelli et al. 1999).

1.5 - Derivados N-metil-N-acilhidrazénicos (NAHS)

A funcédo N-acilidrazona tem sido descrita como grupamento farmacoférico de
muitos protétipos com propriedades anti-inflamatorias (Tributino, Duarte et al.
2009), analgésicas (Lima, Lima et al. 2000), cardioativas (Silva, Zapata-Sudo et al.
2005) e tripanomicidas (Romeiro, Aguirre et al. 2009), dentre outras. Sua
importancia e aparecimento recorrente em substancias bioativas de diferentes classes
terapéuticas tém indicado o carater “privilegiado” da funcdo N-acilidrazona (Duarte,
Barreiro et al. 2007), cuja adequada modulacdo dos substituintes em posicdes
especificas favorece a interacdo seletiva com o biorreceptor-alvo. O perfil
antiinflamatério evidenciado para vérios derivados N-acilidrazénicos funcionados
estimulou a construcdo de uma nova familia combinatéria racional de 8 compostos
dessa classe, gerados com foco na N-metilacdo regioseletiva do N-sp® da funcdo
amida dessa subunidade estrutural. A N-metilacdo dessa nova familia planejados a
partir de conhecidos inibidores da PDE4, como a zardaverina (Figura 1.8), resultou

na inibicdo dessa enzima em faixas sub-micromolar (Tabela 1.1), principalmente
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devido as mudancas conformacionais induzidas pelo grupo metila, permitindo uma
melhor interag@o da carbonila com os metais do sitio catalitico, requisito essencial a
atividade inibitéria (Figura 1.9)(Kummerle, Schmitt et al. 2012).
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Figura 1.8. Plangiamento estrutural de novos derivados  N-metil-N-
acilhidrazonicos 3,4-dimetoxifenila.
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Figura 1.9. Interacdo do L ASSBio-1359 com a PDE4. Ancoramento molecular das
N-metil-N-acilidrazonas sobre a PDE4 indicaram a importancia do grupo metila paraa

atividade inibitéria. Estudo de ancoramento foi realizado através do programa FlexX.
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A capacidade dos derivados NAHs de inibir a PDE4 foi avaliada previamente
em colaboracdo com a Dra. Claire Lugnier da Université Louis Pasteur, utilizando a
enzima purificada a partir de aorta bovina (Lugnier, Schoeffter et al. 1986), no
ambito de um acordo de cooperacao internacional do programa CAPES/COFECUB.
Os compostos foram avaliados a uma concentracgdo inicial de 10 yM e os resultados
foram determinados de acordo com o percentual de inibicdo da hidrdélise do substrato
natural AMPc (Tabela 1.1)(Lugnier, Schoeffter et al. 1986; Kummerle, Schmitt et al.
2012). Os efeitos anti-inflamatérios dos NAHs também foram avaliados previamente
in vitro, pelo mesmo grupo, através do efeito desses derivados sobre a supresséo da
liberacdo do Fator de Necrose Tumoral alfa(TNF-a) induzida por LPS em células
mononucleares, obtidas do sangue periférico de individuos saudaveis. Esses
derivados também demonstraram forte inibi¢do da liberagdo de TNF-a, com valores
de 1Cso que variam 0,52 - 1,75 uM (Tabela 1.1)(Kummerle, Schmitt et al. 2012).

Tabela 1.1. Inibicéo da atividade da enzima PDE4 e da liberacdo de TNF-a.

o PDE4 TNF-a
% inibicao? 1Cs0° (NM) % inibicao® ECso” (UM)
Rolipram 800 0.13
LASSBio-1359 97.1 140 91 1.8 +0.82
LASSBio-1366 95.8 300 92 1.2 £ 0.10
LASSBio-1372 96.3 110 90 0.5+ 0.04
LASSBio-1379 97.0 150 88 1.0 £ 0.10
LASSBio-1386 98.3 105 84 1.4+0.21
LASSBi0-1393 98.4 50 83 0.5+ 0.04
LASSBio-1406 98.1 290 81 1.3+ 0.14
LASSBio-1407 97.8 210 80 1.6 + 0.14

““ Percentual de inibicdo da atividade da PDE4 e daliberacdo de TNF-a apds a preincubacdo derivados
NAH na concentragdo de 10 pM; > ICs, e ECs, foram calculados por regressdo linear (coeficiente de
correlacdo r= 0.95) e representam o valor médio de trés determinacdes, o erro experimental € por volta
de 15%.
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Il -OBJETIVOS

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar as propriedades
farmacol 6gicas dessa nova série de derivados NAHs inibidores de PDE4 em modelos

experimentais visando definir seu potencial terapéutico no controle da asma.

2.1 — Objetivos especificos

2.1.1 - Avaliar o efeito dos derivados NAHs, administrados por via oral, sobre
alteracbes inflamatérias e hiper-reatividade de vias aéreas induzidas por
lipopolissacarideo (LPS) com a finalidade de identificar os compostos mais ativos;

2.1.2 - Avaliar o efeito dos derivados NAHs, administrados por via oral, sobre
alteracdes inflamatorias, hiper-reatividade de vias aéreas, producdo de muco e
remodelamento pulmonar induzidos por alérgenos distintos, tais como ovoalbumina e

extrato de acaro;

2.1.3 — Ranquear 0s compostos mais promissores da série com base em critérios de
eficacia e abrangéncia de efeitos nos diferentes parametros de disfuncdo pulmonar

asmaética, tendo o inibidor de PDE4 cilomilast como referéncia;

2.1.4 — Estudar o efeito dos compostos selecionados diretamente sobre alvos

celulares como linfocitos e fibroblastos visando definir mecanismo de agéo;

2.1.5 — Avaliar o potencial de inducdo de émese dos compostos selecionados, em

comparacao a inibidores referéncias de PDE4.
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11 -METODOLOGIA

3.1 - Animais

Foram utilizados camundongos A/J machos/fémeas e DO11.10 (TCR Tg OVA)
machos pesando entre 18-20g, além de ratos Wistar machos pesando entre 250-300g.
Os animais foram criados e fornecidos pelo CECAL-FIOCRUZ, sendo que todos os
procedimentos experimentais aos quais foram submetidos encontram-se aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ) (Licenca LW-23/10).
Todos os animais foram acondicionados em grupos de 5 por caixa, no biotério do
pavilhdo Ozorio de Almeida com temperatura e umidades controladas (21 + 2 °C, 50

+ 10 %, respectivamente), submetidos aos ciclos invertidos de claro/escuro.

3.2 - Compostos

Os derivados NAHs, LASSBio0-1359, LASSBio-1366, LASSBio-1372,
LASSBi0-1379, LASSBIi0-1386, LASSBi0-1393, LASSBio-1406 e LASSBio-1407
foram fornecidos pelo Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Biotivas,
sob a responsabilidade do Prof®. Dr. Arthur E. Kimmerle durante sua tese de
doutorado, sob orientagdo do e Prof®. Dr. Carlos Alberto Manssour. O rolipram
(R6520) e cilomilast (SML0733) foram obtidos da Sigma®. As solucdes foram

preparadas antes do uso e ndo foram armazenadas para uso posterior.

3.3 - Modelos de inflamacao pulmonar
3.3.1 - Ensaio deinflamacédo pulmonar induzida por LPS

Camundongos A/J fémeas foram anestesiados com aerossol de halotano e estimulados
por instilacéo nasal com LPS (25 pg/25 pl) (controle positivo) ou salina (controle negativo)
18 h antes dos ensaios bioldgicos. Os tratamentos foram realizados por via ora 1 h antes do

desafio. Os compostos foram diluidos em Tween 80 (0,2 %) e sdlina.

3.3.2- Modelo de asma induzida com ovoalbumina (OVA)

Camundongos A/J machos foram imunizados nos dias 0 e 7 com injecdo
subcutéanea (0,2mL de solugéo/animal) de 50 ug OVA (grau V; sigma) e 5 mg de
hidroxido de aluminio em salina estéril (0,9%). Os desafios foram iniciados sete dias

apos a imunizacdo, sendo realizados uma vez por semana durante 4 semanas por
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instilacdo nasal com 50 pg de OVA em 25 pL de salina/animal. O grupo controle
negativo foi instilado apenas com salina no volume de 25 pL /animal. Os tratamentos
foram efetuados na terceira e quarta semana por via oral, 1 h antes de cada
provocagdo antigénica. Os compostos foram diluidos em 0,2% de Tween 80. As
anélises foram realizadas 24 h ap0s a Ultima provocagéo antigénica (36° dia).

3.3.3 - Protocolo de provocacdo antigénica com extrato proteico de acaros da

poeiradomestica (HDM)

Camundongos A/J machos "naives" foram desafiados, por via intranasal, com
25 pL de uma solugéo contendo 25 pg de extrato proteico de &caros purificado de
Dermatophagoides pteronyssinus (Greer Laboratories) em PBS estéril, trés vezes por
semana, em dias alternados, durante trés semanas consecutivas (Cheng, Lee et al.
1998; Singh, Daniels et al. 2003). O tratamento com os compostos foi realizado por
viaoral e através de aerossol durante 6 dias consecutivos apenas na Ultima semana de
desafios. Quando o tratamento coincidiu com os dias de provocacdo antigénica, a
administracdo dos compostos foi realizada 1 h antes do desafio com HDM. O grupo

controle foi representado por animais desafiados com 25 uL de PBS estéril.

3.4 — Pletismografia barométrica de corpo inteiro - avaliacdo da resisténcia e

elastancia pulmonares

A hiper-reatividade das vias aéreas foi avaliada pelo método invasivo de
pletismografia barométrica de corpo inteiro (Buxco, Troy, NY) (Hamelmann,
Schwarze et al. 1997). Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodio (60
mg/Kg i.p.), e as traqueias foram expostas e incisionadas transversalmente entre dois
anéis fibrosos, por onde foi introduzida uma canula de tragueostomia, conectada a
um ducto em linha com um respirador artificial, transdutor de pressao e aerolizador.
Os animais foram entdo tratados com bloqueador neuromuscular (Brometo de
Pancurénio- 0,04 mg/por animal) e ventilados mecanicamente. Para analisar o
desenvolvimento da hiper-reatividade das vias aéreas (resisténcia e a complacéncia
pulmonar), os animais foram submetidos sequencialmente ao aerossol de PBS e

concentracdes crescentes de metacolina (3, 9 e 27 mg/mL) em intervalos de 5 min.

28



3.5 - Analise das células presentes no lavado broncoalveolar (BAL)

Os camundongos foram sacrificados por anestesia terminal com tiopental (500 mg/kg,
i.p.), em seguida tiveram a tragueia dissecada e canulada. O lavado broncoalveolar foi obtido
por duas (LPS) ou trés (HDM) lavagens consecutivas de 0,75 mL de PBS contendo EDTA
(10mM). Os lavados foram, entdo, submetidos a centrifugagdo (1500 rpm por 10 min), o
sobrenadante foi recolhido e ao “pellet” obtido foram adicionados 250 uL de PBS + EDTA
(10 mM), para as contagens de leucdcitos total e diferencia. A contagem de leucdcitos totais
foi realizada em camara de Neubauer através de microscopia de luz (objetiva de 10), diluindo-
se uma aliquota da suspensao de células proveniente do lavado em liquido de Turk (1:10). A
contagem diferencia foi realizada em citoesfregacos, centrifugados a uma rotagcéo de 350
rpm, por 5 min (Incibras), e posteriormente corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa.
A avaliacdo foi feita em microscopio de luz com objetiva de imersdo em 6leo (objetiva de
100).

3.6 — Quantificagéo de citocinas do tecido pulmonar

Os pulmdes dos camundongos AJ foram removidos e perfundidos com 20 mL
de salina através do coracdo. Uma parte do pulmé&o foi pesada e macerada com 1 mL
de solugdo de PBS (1x), Triton X-100 (1%) e Complete. Apés centrifugagdo 3500
rpm por 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi recolhido e armazenado para posterior
quantificacdo de citocinas.

A producdo das citocinas IL-4, IL-13, IL-17, eotaxina-2, KC (BioSource),
IFN-y, eotaxina-1 e IL-5 (R&D) foi detectada com auxilio da técnica de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). O anticorpo capturador (100 pL por poco)
foi usado para recobrir a placa de 96 pocos, a qual permaneceu incubada em
temperatura ambiente por 18 h a 4°C. A placa foi lavada em tampéo contendo
bicarbonato e tartrazine, e bloqueada para ligacdes inespecificas com PBS-BSA 1 %
(250 pL por pocgo) por 1h a 20 °C e permaneceu com 0 anticorpo capturador durante
1 h. Apds esta incubacédo outra lavagem foi realizada, seguida da aplicagdo por 1 h a
4 °C das amostras e dos padroes com diluicdes seriadas, conforme recomendacdo do
fabricante. Na sequencia, a placa foi entdo lavada para adicdo do anticorpo de
deteccdo conjugado, permanecendo incubado por 1 h. Apds esse tempo, a placa foi
lavada novamente e adicionou-se a enzima permanecendo por mais 1 h. O substrato

(K-Blue) foi adicionado e a reacdo foi interrompida com H,SO, nas concentracoes

29



indicadas nos kits. Os resultados obtidos foram corrigidos por mg de tecido

pulmonar.

3.7 — Ensaio de deteccdo de per oxidase de eosinoéfilos (EPO)

Os pulmoes foram removidos e perfundidos com 20 ml de saline/EDTA (20
mM). Os pulmbes foram colocados em 5% de suspensdo de HBSS (Solugéo
balanceada de Hank’s; pH 7.4; Sigma Chemical Co.) e macerados usando um
homogeinizador de tecidos (T25 ultra-Tirrax). O homogeinato resultante foi
centrifugado a 3500 rpm durante 10 min a 4 °C. As hemacias foram removidas por
lise hipoténica. As células em suspensdo foram entdo, novamente centrifugadas a
3500 rpm durante 10 min. Ao pellet obtido foram adicionados uma solucédo de HBSS
contendo 0,05% de HTAB (Hexadeciltrimetilbrometo; Sigma Chemical Co.) (pH
7,4). Essa suspensdo foi submetida a choque térmico para lise das células, em trés
etapas de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. Ao final, a
suspensdo foi centrifugada, e o sobrenadante recolhido. As amostras foram
plagueadas e, em seguida foi adicionado o substrato contendo OPD (o-
fenildiaminodiidrocloreto; Sigma Chemical Co.) na concentragdo de 1.5 mM e
peréxido de hidrogénio 6.6 mM, diluidos em 0.05 mM Tris-HCI (pH 8.0). A reacéo
foi interrompida ap6s 30 min com a adicdo de H,SO4 (4 M). A leitura de densidade
Otica (DO) foi feita no espectrofotometro (Titertek Multiscan) no comprimento de
onda de 492 nm

3.8 — Analise morfométrica do tecido pulmonar

Os pulmbes dos animais foram removidos 24 h apds o ultimo desafio
antigénico e fragmentos destes foram, imediatamente, fixados em formalina-
Milloning e posteriormente, incluidos em parafina (Carson, Martin et al. 1973).
Seccbes de 3 um foram submetidas a diferentes técnicas de coloracdo para
identificacéo e andlise i) do infiltrado celular (Sirius Red pH 10.2), ii) da producéo
de muco pelas células caliciformes do epitélio bronquico (Acido Periédico de Schiff
— PAS) eiii) Fibrose subepitelial (Tricromico de Gomori).
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3.8.1 — Avaliacao do infiltrado eosinofilico e neutrofilico peribronquiolar

A analise histomorfométrica foi realizada em seccdes coradas com sirus red
pH 10,2 com auxilio de microscopio de luz, contendo reticulo morfométrico acoplado
a ocular e objetiva de 100 x. O reticulo moformétrico contendo 100 pontos foi
posicionado em regides periféricas que tangem as vias aéreas, permitindo quantificar
0 numero de neutrofilos e eosinofilos peribronquiolares. Essa avaliagéo foi feita em

pelo menos 8 vias aéreas por corte pulmonar, e 3 campos para cada via arérea.

3.8.2 — Avaliacéo da fibrose subepitelial e da producdo de muco por morfometria
digital

A quantificacdo da fibrogénese subepitelial foi realizada por morfometria
digital com o auxilio de um microscopio de luz (Olympus BX50) acoplado a uma
camera de video. Para andlise das imagens utilizou-se o programa Image Pro-Plus.
As imagens das vias aéreas coradas com tricomico de Gomori e PAS" foram obtidas
com auxilio de um microscépio de luz (objetiva com aumento de 400x). Para analise
demarcou-se a regido que circundava a membrana basal das via aéreas, excluindo o
epitélio e os alveéolos, para quantificacdo da fibrose subepitelial e, a regido do
epitélio bronquiolar para quantificacdo de muco.

3.9 — Cultura defibroblastos pulmonares

Camundongos "naives' foram sacrificados em cémera de CO,. Apoés
toracotomia, em condi¢Oes assépticas, os pulmdes foram perfundidos através do
coracdo com 20 mL de PBS estéril (Sigma Chemical Co.). Os pulmdes foram, entéo,
removidos e cortados em pequenos pedacos para passarem posteriormente por 2
etapas de digestdo enzimatica/mecanica. Cada uma consistiu na incubacdo dos
fragmentos de tecidos pulmonar com colagenase tipo 12 (1 mg/mL; Gibco BRL), sob
agitacéo, durante 1 h a 37°C. O digerido resultante foi filtrado através de uma malha
de nylon e centrifugado a 1500 rpm durante 10 min a 4°C. O precipitado foi
ressuspendido em meio DEMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma
Chemical Co.) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab), penicilina
(100 Ul/mL) e estreptomicina (0,1 mg/mL) e adicionado a garrafas de cultura de 75
cm? (Corning Costar Corporation). As células foram mantidas em cultura de
monocamadas até a confluéncia e tripsinizadas com uma solucéo de tripsina 0,125%

(Gibco BRL) e EDTA 0,02% (Sigma Chemical Co.). A populagédo celular foi
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caracterizada, ap0s a terceira tripsinizacdo, pela expressdo de o-actina de musculo

liso através de imunocitoquimica.

3.9.1 - Avaliagéo da resposta proliferativa

ApOs a terceira passagem, as células foram submetidas ao processo de
tripsinizacéo (Tripsina 1,25 g/l + EDTA 0,2 g/l), contadas em camara de Neubauer e
plaqueadas em placas de 96 pocos na concentracdo de 12,5 x10° células/poco. Para a
analise da proliferacdo celular foi utilizada a técnica de incorporacéo de timidina
[*®H]. Vinte e quatro horas apds o plaqueamento, as células foram incubadas com os
compostos LASSBi0-1406, LASSBio-1407, Cilomilast (1, 10 e 100 pM) e, em
seguida, estimuladas com IL-13 (40 ng/mL). Apos 20 h foram adicionados 0,5 uCi de
timidina [**H] (Metil-3H-Timidina; Amersham) e, feita incubacdo por 4 h. O DNA
marcado foi transferido para um filtro que posteriormente, foi imerso em liquido de
cintilacdo. A taxa de timidina incorporada ao DNA celular foi avaliada por

cintilografia em contador beta (Beckman, Série L S-6500).

3.9.2 - Quantificacdo de MCP-1 no sobrenadante de fibroblastos.

Fibroblastos pulmonares obtidos de camundongos naive foram plaqueados na
densidade de 25 x 10* células por poco, em placas de 6 pocos. Vinte e quatro horas
apos o plagueamento, as células foram incubadas com os compostos LA SSBio-1406,
LASSBi0-1407, Cilomilast (1, 10 e 100 uM) e, em seguida, estimuladas com IL-13
(40 ng/mL). O sobrenadante foi recolhido 24 h ap0s a estimulag&o para quantificacéo

da quimiocina MCP-1, através de protocolo descrito anteriormente (ELISA).

3.9.3 - Viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o ensaio colorimétrico
com base na utilizacgdo do reagente 3-(4,5-dimetiltiazol-2-metil)-2,5-
difeniltetrazolium brometo (MTT). Para tanto as células foram tripsinizadas, e em
seguida adicionadas a placas de 96 pocos, na densidade de 2 x 10* células por poco.
Uma hora apds, os compostos foram adicionados e incubados por 21 h. Em seguida,
foi adicionado a solucdo de MTT (0,5 mg/mL) e as células foram incubadas durante 3

h. Apos esse periodo a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 3 min a 4°C. O
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sobrenadante foi descartado e os cristais residuais dissolvidos com DM SO 100%. A

analise da densidade 6tica foi realizada em espectrofotébmetro a 540nm.

3.10 - Ensaio de avaliacdo da atividade de linfécitos in vitro

Linfonodos cervicais, axilares e inguinais retirados dos camundongos
DO11.10 (TCR Tg), transgénicos que expressam o receptor TCR para OVA, foram
macerados em DMEN com soro fetal bovino (SBF 10%). As células obtidas de cada
animal foram plaqueadas (5 x 10* células/poco) (n=4) e estimuladas com OVA (0.5
mg/ml por poco) ou veiculo (PBS 1 %), na presenca ou auséncia de concentracoes
crescentes de cilomilast, LASSBio-1386, LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (0.1-100
UM) ou dexametasona (100 uM) por 72 h, 37°C e 5% CO,. O sobrenadante das
células foi recolhido 72 h apds a estimulacdo para analise de secrecéo de citocinas
(ELISA), como descrito anteriormente. Os resultados obtidos foram expressos em
guantidade de citocina (pg) por volume de sobrenadante recolhido.

Para a analise da proliferacdo e apoptose de células T, células foram
permeabilizadas e marcadas com iodeto de propideo de acordo com as instrucdes do
kit e analisadas no citébmetro de fluxo (FACS Calibur). O iodeto de propideo
intercala o DNA, permitindo uma andlise das fases do ciclo celular e da degradacéo

deste, resultado caracteristico da apoptose.

3.11 - Protocolo de anestesia mediada por receptor adrenérgico as,.

O potencial emético dos derivados NAHs em camundongos A/J naives foi
avaliado como descrito previamente (Robichaud, Savoie et al. 2001; Robichaud,
Savoie et al. 2002). Os camundongos (n=10) foram anestesiados com uma injecao
intraperitoneal de citadina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), 15 min depois da
administrac@o oral dos derivados NAHs. Depois de colocados em decubito dorsal, o

tempo para recuperar os reflexos foi usado como o tempo de duragéo da anestesia.
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3.12 - Anéalise estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média e
analisadas estatisticamente através do teste de andlise de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste t de Newman-Keuls Student. As avaliagbes dos parametros de
resisténcia e elastancia pulmonar no BUXCO foram realizadas usando o two way
anova seguido pelo teste t de Bonferroni Os valores de P inferiores ou iguais a 0,05

foram considerados significantes.



IV - RESULTADOS

4.1 — Efeito dos novos derivados NAH sobre a inflamacdo pulmonar induzida por

Lipopolissacarideo (L PS) em camundongos.

O modelo de inflamagao induzida por LPS tem sido extensivamente usado
como ponto inicial para investigar o efeito de compostos em doencas respiratorias
como asma e DPOC. O LPS, componente principal da membrana externa de bactérias
gram-negativas, leva a ativacdo de receptores Toll-like (TLR)4 e subsequente
inducdo de uma resposta inflamatéria local. O LPS induz um acumulo de células,
principalmente neutréfilos, nas secrecOes respiratorias, similar ao observado em
pacientes com DPOC (Bates, Rincon et al. 2009; Virtala, Ekman et al. 2011; Corazza
and Kaufmann 2012). Sendo assim, com base no modelo de inflamacdo pulmonar
induzida por LPS, realizamos a primeira triagem in vivo de uma nova série de
derivados NAH, sujeito principal desta tese, tendo como referéncias os inibidores de
PDE4 rolipram e cilomilast.

A administracdo intranasal de LPS (25 pg/animal) induziu um aumento da
producdo de TNF-a e IL-6 (Tabela 4.1 e 4.2), um significativo acumul o de leucocitos
recuperados do lavado broncoalveolar (BAL), caracterizado predominante por células
neutrofilicas (87%), e subsequente aumento da hiper-reatividade das vias aéreas.
Como esperado, o tratamento com rolipram inibiu a producdo de TNF-a e IL-6
(Tabela 4.2) em 69% e 54%, respectivamente. Enquanto o cilomilast aboliu a
producéo de IL-6 (100%) e inibiu a producéo de TNF-a em 84 %. Tanto o rolipram
quanto o cilomilast foram efetivos em inibir a neutrofilia induzida pela administracao
intranasal de LPS e a hiper-reatividades das vias aéreas. Os tratamentos orais com 0s
derivados NAHs, com excecdo do LASSBio-1359 e LASSBIio0-1393, foram tdo
eficazes quanto o rolipram em inibir a producdo de TNF-a e IL-6 (Tabela 4.2). Sendo
que os LASSBIi0-1366, LASSBi0-1359 e LASSBi0-1407 foram t&o efetivos quanto o
cilomilast, inibindo a producdo TNF-a e IL-6 em valores que variaram de 80 a 100%
(Tabela4.1e4.2).
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Tabela4.1. Efeito daadministracéo oral de cilomilast (10 umol/kg, 3 mg/kg) sobre ainflamagdo pulmonar induzida por LPS.

Célula x10°/BAL AUC.o7
"TNF-a TL-6 Leucocito
Estimulo Tratamento Neutroéfilos® abResistancia abE|astancia
(pg/mg) (pg/mg) Total
Saling ~ —--mmmm- 46+02 56+07 450+5.0 0.6+ 0.03 789+ 4.3 1893+ 191.7
LPS + Tween 80 0,2% 77+08" 82+0.1" 308.3+23.0" 260.0+ 14.3" 115.8 + 14.0* 3535 + 215.3"
+ Cilomilast 51+07 55+0.8 193.8+ 253 1485+ 19.8 71.5+872" 2005 + 266.2"

*Valores representam a média + erro padrio da média (EPM) de pelo menos 6 animais. ® Area sob a curva (AUC) formada pela aerossolizacao
de concentragdes crescentes de metacolina de 0 mg/ml a 27 mg/ml (AUCy.27), retirados da avaliacao de resisténcia e elastancia pulmonar. LPS

(25 pg/25 pl) foi administrado intranasal. *P<0.05 comparado com os camundongos estimulados com salina. "P<0.05 comparado com os

camundongos estimulados com LPS e tratados com o veiculo.
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Tabela 4.2. Efeito da administracdo oral de rolipram (45 pmol/kg, 10 mg/kg) ou dos
derivados N-metil-N-acilhidrazénicos (100 pmol/kg, 30-35 mg/kg) sobre a produgdo de TNF-

a e IL-6 induzida por LPS no tecido pulmonar, 18 h pds-desafio.

"INF-a Inibicao IL-6 Inibicao
Estimulo Tratamento (pg/mg) (%) (pg/mg) (%)
Salina = -————-- 53+14 - 75+1.7 -
LPS +Tween 80 0,2%  17.0+1.8" - 37.0+£3.0" -
+ Rolipram 89+1.3" 69 20.9+2.8° 54
+LASSBio-1359  11.6+ 1.4 46 21.2+23° 53
+ LASSBio-1366 83+03" 74 17.7+2.6° 65
+LASSBio-1372 7.6+ 1.7 80 10.0+1.8" 92
+LASSBio-1379  10.7+1.6 54 19.7+3.7" 59
+LASSBio-1386  11.0+1.1° 51 23.8+2.7" 45
+ LASSBio-1393 129+2.4 35 352+2.7 6
+ LASSBio-1406 82+28" 75 258+4.1" 38
+ LASSBio-1407 53+0.8" 100 79+15" 99

*Valores representam a média = EPM de pelo menos 6 animais por grupo. LPS (25 ug/25 uL) foi
administrado intranasal. "P<0,05 comparado com os camundongos estimulados com salina.

"P<0,05 comparado com os camundongos estimulados com LPS e tratados com o veiculo.

Similarmente ao observado para rolipram e cilomilast, o tratamento com os
derivados NAHs inibiram significativamente o aumento no niamero de neutréfilos
recuperados no BAL (50% a 77%)(Tabela 4.3). Sendo que os compostos LASSBio-
1359, LASSBIio0-1379 e LASSBI0-1406 foram mais efetivos que o rolipram e
cilomilast em inibir o acumulo de leucécitos totais e neutrofilos no BAL (Tabela 4.1;
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tabela 4.3). Todos os analogos estudados inibiram significativamente as respostas de
resisténcia e elastancia pulmonar aumentadas apds exposicdo ao LPS como mostrado
na tabela 4.4. O destaque aqui foi o LASSBi0-1366, tao eficaz quanto os compostos
de referéncia, prevenindo a hiper-reatividade das vias aéreas, evidenciada pelo
aumento da resposta de resisténcia e elastancia pulmonar em 92% e 79 %,
respectivamente (Tabela 4.4).

Tabela 4.3. Efeito da administracdo oral de rolipram (45 pmol/kg, 10 mg/kg) ou dos derivados N-
metil-N-acilhidrazénicos (100 pmol/kg, 30-35 mg/kg) sobre o nimero de células recuperadas do
BAL 18 h pos-desdfio.

Leucdcitostotais  Inibicdo Neutrofilo Inibicdo
Estimulo Tratamento
(x10*/BAL) (%) (x 10%BAL) (%)
Sdina - 65.8+ 3.9 - 31+ 1.0 -
LPS + Tween 80 02%  480.5+ 46.2" - 416.0 + 40.7" -
+ Rolipram 191.3+39.7 70 128.1+ 30.0° 70
+LASSBi0-1359  177.1+ 145 73 136.2 £ 145 68
+LASSBi0-1366  262.5+10.0 53 2092+ 6.7 50
+LASSBi0-1372 2229+ 325 62 138.3+ 234 67
+LASSBi0-1379  192.9+26.6 69 193.1+ 315 54
+ LASSBi0-1386 1450+ 9.7 81 1366+ 7.9 68
+LASSBi0-1393  211.9+284 65 167.2 £ 26.4 60
+LASSBi0-1406  179.7+17.6 73 99.4 +11.2° 77
+LASSBi0-1407  264.6+ 235 52 197.0+11.3 53

*Valores representam a média = EPM de pelo menos 6 animais por grupo). LPS (25 pg/25 uL)
foi administrado por via intranasal. "P<0,05 comparado com os camundongos estimulados com

salina. "P<0,05 comparado os camundongos estimulados com LPS e tratados com o veiculo.
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Tabela 4.4. Efeito da administragcdo oral de rolipram (45 pmol/kg, 10 mg/kg) ou dos derivados N-
metil-N-acilhidrazénicos (100 pmol/kg, 30-35 mg/kg) sobre a hiper-reatividade das vias aéreas
(alteracbes de resisténcia e eastancia pulmonar) em resposta a concentracbes crescentes de
metacolina (0, 3, 9 ¢ 27 mg/ml), 18 h apds o desafio.

Resgencia TR0 o agancia iAo
Estimulo Tratamento (AUCq.27) (%) (AUCq.27) (%)
S 1157 Ap— 202.0 + 21.0 - 9676 + 1150 -
LPS + Tween 80 0,2% 496.8 + 28.0° - 25677 + 1978" -
+ Rolipram 218.1+28.9 95 10315 + 2123 96
+ LASSBio-1359 3252+ 358 58 17410 + 1199 51
+ LASSBio-1366 2245+ 46.7 92 13101 + 2479 79
+ LASSBio-1372 3328+ 28.3 56 15376 + 1870 64
+ LASSBio-1379 4005+ 23.4 33 14189 + 1606 72
+ LASSBio-1386 3184+ 47.2 61 15753 + 2862" 62
+ LASSBi0-1393 392.1+38.6 36 15863 + 3170 61
+ LASSBio-1406 290.2 + 30.8 70 14704 + 3738 69
+ LASSBio-1407 316.4+32.6 61 16249 + 1941 59

*Valores sdo representados pela 4drea sob a curva (AUC) formada pela aerossolizagdo de
concentragdes crescentes de metacolina de 0 a 27 mg/mL (AUCq.p7), retirados da avaliacdo de
resisténcia e elastancia pulmonar. Valores representam a média = EPM de pelo menos 6 animais por
grupo. LPS (25 ug/25 pL) foi administrado por via intranasal. "P<0,05 comparado com os
camundongos estimulados com salina. "P<0,05 comparado com os camundongos estimulados com

LPS e tratados com veiculo.
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4.2 — Efeito do tratamento terapéutico com os derivados NAHs no modelo de

asma induzida por ovoalbumina

Utilizando o protocolo de sensibilizacdo e desafio antigénico esquematizado
na Figura 4.1, estudamos o efeito dos derivados NAHs na sua capacidade de inibir a
resposta inflamatodria al érgica pulmonar instalada, tendo o inibidor de PDE4 rolipram

como referéncia.

Tratamento v.o. Andlises
(1 hora antes do desafio) *
0 7 14 21 28 35 36 (Dias)
Sensibilizacdo s.c. I I
OVA + Al(OH); Desafioi.n.
OVA 50 pg/ 25 uL

Figura 4.1. Protocolo experimental de inducéo de inflamacéo pulmonar alérgica
em camudongos sensibilizados e desafiados com ovoalbumina. Os animais foram
sensibilizados no dia 0 e 7 com uma mistura de ovoalbumina e hidréxido de aluminio.
Apbs 14 dias, os animais foram desafiados por instilacdo nasal de 50 pg de OVA em
25 L de sadlina, uma vez por semana durante 4 semanas. Os grupo controle foi
desafiado com salina. Os tratamentos foram realizados por via ora naterceira e quarta
semana apos a sensibilizagdo, 1 h antes de cada desafio. As andlises foram feitas 24 h
apos o ultimo desafio.

A sequéncia de desafios antigénicos causou 24 h apds a ultima provocacéo,
(i) aumento significativo na producéo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias
detectadas no tecido pulmonar (Figura 4.2), (ii) consequente influxo de
polimorfonucleares, principal mente eosinéfilos (Figura 4.3), além de marcada hiper-
reatividade das vias aéreas, em resposta a aerossolizacaéo de concentracdes crescentes
de metacolina (Figura 4.4). Notou-se um aumento significativo naresisténcia (Figura
4.4A) e elastancia pulmonares (Figura 4.4B) dos camundongos provocados com
OVA, em comparacdo Aqueles desafiados com salina. Além disso, observa-se um
intenso remodelamento da vias aéreas, caracterizado por densa deposicdo de
componentes de matriz na regido peribronquiolar (Figura 4.5) e hipersecrecdo de

muco (Figura 4.6).
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Figura 4.2 . Efeito dos tratamentos com os derivados NAHSs e rolipram na secrecéo
delL-4 (A), IL-5(B), IL-13 (c), eotaxina-1 (D) e eotaxina-2 (E) no tecido pulmonar
de camudongos ativamente sensibilizados. Os resultados representam a média + EPM
de pelo menos 7 animais por grupo. "P<0,01 comparado ao grupo desafiado com salina.
*P<0,05 comparado ao grupo desafiado com OV A e tratado com veiculo (Tween 80 0,2%).
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Como podemos observar na figura 4.2, os niveis de IL-4, IL-5, IL-13,
eotaxina-1 e 2 em amostras de tecido pulmonar de camundongos desafiados com
OVA mostraram-se significativamente aumentados em comparacdo aos animais
controles sensibilizados e falso-desafiados. O tratamento realizado com rolipram(45
umol/kg, 10 mg/kg), iniciado na terceira semana de desafios com OV A, foi capaz de
reduzir significativamente os niveis de IL-4 e eotaxina-2. Adicionamente, o
tratamento curativo com rolipram reduziu o acumulo de neutrofilos (Figura 4.3) e
aboliu a hiper-reatividade das vias aéreas (Figura 4.4). No entanto, o rolipram
mostrou-se incapaz de reverter significativamente o acimulo de eosindéfilos (Figura
4.3), a deposicdo de componentes de matriz (Figura 4.5) e a hipersecre¢cédo de muco
(Figura 4.6) no tecido pulmonar de camundongos desafiados com OVA.

Os compostos LASSBio0-1366, LASSBio-1372, LASSBi0-1386, LASSBio-
1393, LASSBIi0-1406 e LASSBi0-1407 inibiram, de forma significativa (=40%), o
aumento dos niveis de IL-4, IL-5, IL-13, eotaxina-1 e 2 dos camundongos desafiados
com OVA. Os LASSBi0-1359 e LASSBIi0-1379, assim como o rolipram, foram
capazes de inibir significativamente apenas os niveis de IL-4, eotaxina-1 e eotaxina-2
(Figura4.2).

Nossos dados mostram que o tratamento terapéutico com os derivados NAHs
foi capaz de reduzir de forma significativa o influxo de células polimorfonucleares,
eosinofilos e neutréfilos, em magnitudes que variaram de 45-63% e 59-100%,
respectivamente (Figura 4.3), além de reduzir o aumento de resisténcia e elastancia
pulmonar em valores de inibi¢cao que variaram de 70 al00 %, no caso das medidas de
resisténcia (Figura 4.4A), e 60 a 99 % para as medidas de elastancia (Figura 4.4B),
respectivamente. Notou-se que 0s compostos LASSBio-1372, LASSBio-1386,
LASSBi0-1393, LASSBi0-1406 e LASSBIio-1407 foram t&do efetivos quanto o
rolipram em inibir a hiper-reatividade das vias aéreas.
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Figura 4.3. Efeito do tratamento com o rolipram e dos derivados NAHs sobre o infiltrado
de cédlulas inflamatorias polimorfonucleares no tecido pulmonar em resposta a multiplos
desafios com OV A. Fotomicrografias de tecido pulmonar coradas com Sirus red modificado pH
10.2. Osvalores representam ameédia+ EPM de pelo menos 8 animais por grupo. Os painéisA e
B representam os valores quantitativos de eosinéfilos/um? e neutréfilos/um?, respectivamente.
"P<0,001 em comparagéo com os grupo desafiado com salina. * P< 0,05 em comparagio com o
grupo desafiado com OVA e tratado com o veiculo (Tween 80 0,2%). As micrografias sdo
representativas, as setas escuras indicam os eosindfilos e a letra b indica as regides
bronquiolares.
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Figura 4.4. Efeito do tratamento com o rolipram e derivados NAHs na
hiperreatividade das vias aéreas em camundongos sensibilizados e desafiados com
OVA. A exposicdo dos animais a concentracbes crescentes de metacolina (3 a 27
mg/mL) induziu aumento de resisténcia (A) e elastancia (B) pulmonares. Os resultados
representam a média + EPM de pelo menos 7 animais por grupo. “P<0,05 em
comparacdo com 0 grupo sham-desafiado. 'P<0,05 em comparagd com O grupo
desafiado com OV A tratado com o veiculo (Tween 80 0,2%).

Adicionalmente, o tratamento com todos os derivados NAHs, com excecédo do

LASSBi0-1366, reverteu de forma significativa deposi¢éo de componentes de matriz

na regido peribronquiolar de camundongos ativamente sensibilizados. Como
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mostrado na figura 4.5, os percentuais de inibi¢cao variaram de 74 a 94%, enquanto
gue o tratamento com rolipram, apesar de reduzir a resposta fibrogénica, néo o fez de

forma estatisticamente significativa.
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Figura 4.5. Efeito do tratamento com o rolipram e os derivados NAHs sobre a deposicao
de componentes de matriz na regido peribrdénquica induzida por OVA em camundongos
ativamente sensibilizados. Fotomicrografias de tecido pulmonar coradas com Tricomico de
Gomori. Os valores representam a média + EPM  de pelo menos 8 animais por grupo.
"P<0,001 em comparagio com o grupo sham-desafiado. * P<0,05 em comparagio com 0 grupo
desafiado com OV A tratado com o veiculo tween 80 0,2%. As micrografias sdo representativas
dos grupos experimentais.



Ademais, de forma interessante, apenas os tratamentos com LASSBi0-1406 e

LASSBIi0-1407 foram capazes de reverter de forma significativa a hipersecrecéo de

muco em resposta aos desafios antigénicos com OV A (Figura 4.6).
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3000- [ + Rolipram 45 umol/kg
Il + LASSBIio-1359 100 umol/kg
+ [ + LASSBIi0-1366 100 pmol/kg
B -+ LASSBio-1372 100 pmolikg
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Il + LASSBIio-1406 100 umol/kg
BN + LASSBio-1407 100 pmolikg
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10001

0
Figura 4.6. Efeito do tratamento com o rolipram e dos NAHSs na hiper secrecéo de muco
nas vias aereas de camundongos sensibilizados e desafiados com OV A. Fotomicrografias
de tecido pulmonar coradas com &cido periodico de Schiff (PAS"). Andlise quantitativa da
producdo de muco, em pixel por pm? de 6-10 vias aéreas por anima. Os resultados
representam a média = EPM de pelo menos 8 animais por grupo. "P< 0,0001 em comparacio
com o grupo sham-desafiado. * P< 0,05 em comparacéo com o grupo desafiado com OVA e
tratadas com tween 80 0,2%. As micrografias S0 representativas.
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4.3 — Efeito da administragéo oral dos compostos L ASSBio-1386, L ASSBio-1406
e LASSBIi0-1407 na asma experimental induzida por extrato caseiro de acaros
(HDM)

O HDM ¢é um aérgeno de grande relevancia responsavel pelo
desenvolvimento da asma em aproximadamente 10% da populacdo mundial. Assim,
utilizando o protocolo esquematizado na figura 4.7, camundongos A/J foram
estimulados através de administracdo intranasal de HDM (25 pg/25 pL de salina) ou
PBS 3 vezes por semana, durante 3 semanas (5 a 7 camundongos por grupo). Os
tratamentos com os derivados NAHS mais promissores nos ensaios anteriores,
LASSBi0-1406 e LASSBio-1407 (100 pumol/kg), e rolipram (50 pmol/kg) foram
realizados, por via oral, somente nos 6 ultimos dias do periodo de provocacao,
semprel h antes dos desafios com HDM (nos dias em que ocorreram a provocacao)
(Figura 4.7).

3° semana

Tratamento (via oral ou aerossol)

1° semana 2° semana
1° 20 3 4°0 50 6° ° 8 P
¥ \ A 2N R AR 2 A
Desafios

25ug de HDM/ 25 ul de sdlina

Analises

(24 horas ap6s o ultimo desafio)

Figura 4.7. Modelo experimental de asma induzida por extrato caseiro de acaro (HDM)
em camudongos A/j. Camundongos A/J machos foram expostos por viaintranasal ao extrato
de HDM ou PBS 3 (trés) vezes por semana (dias intercalados), durante 3 semanas (n=7-8
camundongos por grupo).
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A sequéncia de desafios com extrato de HDM durante 3 semanas promoveu
persistente inflamacdo das vias aéreas, evidenciada pelo aumento no numero de
leucécitos totais e eosinodfilos recuperados no lavado broncoalveolar (Figura 4.8).
Ademais, notou-se elevagdo das respostas de resisténcia e elastancia pulmonar
induzidas por concentragbes crescentes de metacolina (0-27 mg/ml), comparado ao
grupo desafiado com PBS, 24 h apds o ultimo desafio (Tabela 4.5). O tratamento com
rolipram (50 umol/kg, via oral) reduziu significativamente a quantidade de células
totais e eosinofilos recuperados no lavado broncoalveolar, quando comparado ao
grupo desafiado com HDM e tratado com veiculo ( P<0.01, Figura 4.8). O tratamento
com rolipram foi também eficaz em reduzir a hiper-reatividade das vias aéreas,
inibindo em 34% e 44 % a resposta de aumento de resisténcia e elastancia pul monar,

respectivamente (Tabela 4.5).
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Figura 4.8. Efeito do tratamento com os L ASSBi0-1386, L ASSBio-1406 e L ASSBio-1407
(100 pmol/kg via oral) sobre o numero de células recuperadas do BAL. Numero de total
de leucdcitos (A) e 0 numero de eosindfilos (B) recuperados no BAL. Os resultados
representam a média + EPM de pelo menos 8 animais por grupo. "P<0,05 em comparagio
com o grupo desafiado com PBS. "P<0,05 em comparacso com o grupo desafiado com HDM
e tratados com Tween 80 0,2%.

Similar ao observado para o rolipram, os tratamentos com os LASSBio-1386,
LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (100 pmol/kg, via oral) também inibiram o acumulo de
leucdcitos totais e eosindfilos no BAL (P<0.001) (Figura 4.8). De forma interessante, como
mostrado na tabela 4.5, os tratamentos com o LASSBio-1406 e LASSBio-1407 inibiram a
resposta de aumento de resisténcia, apds provocacdo com metacolina, em 81% e 94%

respectivamente, em condi¢des onde rolipram e LASSBio-1386 produziram bloqueios da
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ordem de 34% e 38%, respectivamente. Da mesma forma, observou-se bloqueios da resposta
aumentada de elastancia pulmonar em 52% e 84% ap6s LASSBio-1406 e 1407, enquanto que
rolipram e LASSBio-1386 geraram boqueios de 44% e 0%, respectivamente (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Efeito da administracéo oral de rolipram (50pumol/kg, 10 mg/kg) ou dos LA SSBio-1386,
LASSBIi0-1406 e LASSBIi0-1407 (100 pmol/kg, 30-35 mg/kg) sobre a hiper-reatividade das vias
aéreas induzida por desafio alérgico com HDM .

Estimulo Tratamento REELER nibleao HEEEIEE niblgao
(AUCo.27) (%) (AUCo.27) (%)

PBS Veiculo 95.7+ 16.3 - 2773.0+ 333.0 -
HDM Veiculo 239.8 + 38.0" - 4936.0+ 385.1" -

+ Rolipram 218.1 + 33.0 34 3985.5+ 285.0° a4

+ LASSBio0-1386 185.1+ 34.2 38 5544.9+380.0 0

+ LASSBio-1406 122.6+ 8.8 81 3800.0+ 531.0° 52

+ LASSBio-1407 104.1+ 14.1° 94 3118.0+ 331.0° 84

*Valores sdo representados pela area sob a curva (AUC) formada pela aerolizagdo de concentragdes
crescentes de metacolina de (3-27 mg/ml, AUCq.27), obtidas para respostas de resisténcia e elastancia
pulmonares, em camundongos desafiados com HDM (25 pg/25 pl) por via intranasal. Valores
representam a média + EPM de pelo menos 8 animais por grupo. 'P<0,05 em compara¢io com o

grupo desafiado com PBS. "P<0,05 em comparaco com o grupo desafiado com HDM e tratado com

tween 80 0,2 %.
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4.4 — Estudo do efeito dose-resposta de LASSBio-1407 na asma experimental
produzida por HDM

Utilizando o protocolo experimental descrito no item anterior, avaliamos o
efeito do tratamento com LASSBio-1407, por via oral (10 - 100 pmol/kg) por
aerossol ( 2x10™" M; Fluxo continuo, 20 min), sobre a inflamac&o das vias aéreas,
hiper-reatividade bronquica e remodelamento tecidual causado por provocacao
alérgicacom HDM.

Como podemos observar na figura 4.9, o tratamento diario com o inibidor de
PDE4 cilomilast (30 umol/kg, via oral), nos ultimos seis dias de provocagéo
alérgica, inibiu significativamente os niveis de IL-4, IL-13 e IL-17 dos camundongos
desafiados com HDM (100 e 98%, respectivamente), mas falhou em modificar os
niveis de IL-5 e KC. Adicionalmente, cilomilast reduziu drasticamente o acumulo de
eosinéfilos e neutréfilos no BAL (Figura 4.10), a hiper-reatividade das vias aéreas
(Figura 4.11) e a deposi¢éo de componentes de matriz extracelular (Figura 4.12). No
entanto, mostrou-se incapaz de inibir significativamente a producdo aumentada de
muco (Figura 4.13) no tecido pulmonar de camundongos desafiados com extrato de
HDM.

Diferentemente do cilomilast, o tratamento oral por seis dias consecutivos com
LASSBi0-1407 (10-100 uM), inibiu de forma dose-resposta a secrecao de IL-4, IL-
5, 1L-13, [IL-17, eotaxina-2 e KC (Figura 4.9). O tratamento inibiu também de
maneira dose-dependente o aumento de leucdcitos totais, principalmente pela
reducdo do numero de eosinofilos e neutréfilos no BAL (Figura 4.10), além de
reduzir o aumento de resisténcia e elastancia pulmonar (Figura 4.11).
Adicionalmente, o tratamento oral com LASSBio-1407 foi eficaz em inibir
significativamente a deposicdo de componentes matriz na regido peribronquiolar
(Figura 4.12) e a hipersecrecéo de muco (Figura 4.13) em valores de inibi¢cao que

variaram de 86-98% e 73-82 %, respectivamente.
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Figura 4.9. Efeito do tratamento com L ASSBi0-1407 e cilomilast sobre a secrecéo
deIL-4 (A), IL-5 (B), IL-13 (C), eotaxina-2 (D), KC (E) e IL-17 (F) no tecido

pulmonar de camudongos desafiados com extrato de HDM.

Os resultados

representam a média + EPM de pelo menos 8 animais por grupo. "P<0.01 comparado
a0 grupo desafiado com PBS. *P<0.05 comparado ao grupo desafiado com HDM e

tratado com tween 80 0,2%.
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Figura 4.10. Efeito do tratamento com o LASSBi0-1407 (10 - 100 pumol/kg via
oral) sobre o numero de células recuperadas do BAL: em comparacdo com o
Cilomilast (30 umol/kg via oral). Nimero de total de leucdcitos (A), céulas
mononucleares (B), eosindfilos (C) e neutrofilos (D) recuperados no BAL. Os
resultados representam a média + EPM de pelo menos 7 animais por grupo. “P<0.05
em comparagdo com o grupo desafiado com PBS. "P<0,05 em comparagdo com o
grupo desafiado com HDM e tratado com tween 80 0,2%.
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Figura 4.11. Efeito do tratamento com o LASSBio-1407 sobre a hiper-
reatividade das vias aéreas no modelo murino de asma induzida por HDM. O
desafio antigénico promoveu um aumento de resisténcia (A) e elastancia (B)
pulmonar em resposta a concentragdes crescentes de metacolina aerolizada. Os
resultados representam a média + EPM de pelo menos 7 animais por grupo.
"P<0,05 em comparagdo com 0 grupo desafiado com PBS. *P<0,05 em
comparagdo com o grupo desafiado com HDM e tratado com tween 80 0,2%.
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Figura 4.12. Efeito do tratamento com o L ASSBio-1407 (10-100 pmol/kg) ou cilomilast (30
pumol/kg) sobre a deposicdo de componentes de matriz na regido peribrénquiolar de
camundongos desafiados com HDM. Fotomicrografias de tecido pulmonar coradas com
Tricdmico de Gomori. Os valores representam a média + EPM de pelo menos 7 animais por
grupo. Avaliou-se, por andlise digital (image-pro®), a deposicdo de elementos da matriz
extracelular — coloragdo azul - em média, 10 vias aéreas por anima. “P<0,0001 em
comparagdo com 0 grupo desafiado com PBS. *P<0,05 em comparagdo com O grupo
desafiado com HDM e tratado com o veiculo. As micrografias sdo representativas de cada

grupo.
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Figura 4.13. Efeito do tratamento com o L ASSBio0-1407 (10-100 pmol/kg) ou cilomilast (30
pmol/kg) sobre a hiper secrecéo de muco no modelo murino de asma induzida por HDM.
Fotomicrografias de tecido pulmonar coradas com reagente de Schiff (PAS"). Andlise
quantitativa da producéo de muco, em pixel por pm?® de 6-10 vias aéreas por animal. Os
resultados representam a média + EPM de pelo menos 7 animais por grupo. Avaliou-se, por
andlise digita (image-pro®), a area do epitélio ocupada por muco — coloracdo magenta.
*P<0,0001 em comparagio com o grupo desafiado com PBS. * P<0,05 em comparagio com 0
grupo desafiado com HDM e tratado com tween 80 0,2%. As micrografias sdo representativas
de cada grupo.
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Ademais, observamos na figura 4.14 que o tratamento por via inalatdria com
LASSBio-1407 (2x10™* M, aerossol), nos Ultimos 6 dias de provocacdo alérgica,
também inibiu significativamente a producéo de citocinas IL-4, IL-13, IL-5 e KC; 0
namero de células totais e eosindfilos recuperados do lavado bronco alveolar e o
acumulo de eosinofilos no tecido pulmonar (Figura 4.15), além de abolir o aumento
de elastancia pulmonar em resposta a concentragoes crescentes de metacolina (Figura
4.15).
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Figura 4.14 . Efeito do tratamento por via inalatoria com L ASSBio-1407 sobre a
secrecéo de IL-4 (A), 1L-13 (B), KC (C) e IL-5 (D) no tecido pulmonar de
camudongos desafiados com extrato de HDM. Os resultados representam a média +
EPM de pelo menos 8 animais por grupo. “P<0.01 comparado ao grupo desafiado com
PBS. *P<0.05 comparado ao grupo desafiado com HDM e tratado com tween 80 0,2%.
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Figura 4.15. Efeito do tratamento por via inalatéria com o LASSBio-1407 sobre o
namero de céulas totais (A) e eosindfilos (B) recuperados no BAL, o infiltrado
eosinofilico (C) e o aumento de elastancia pulmonar (D). Os resultados representam a
média + EPM de pelo menos 7 animais por grupo. “P<0.05 em comparagio com 0 grupo
desafiado com PBS. "P<0,05 em comparagdo com o grupo desafiado com HDM e tratado
com o veiculo.

4.5 — Efeito do LASSBi0-1406 e L ASSBio-1407 sobre a atividade de fibroblastos

pulmonaresin vitro.

A proliferacdo e ativagdo de fibroblastos no foco da leséo inflamatéria € uma
condicdo importante no estabelecimento do remodelamento adverso no tecido
pulmonar e outros (Ingram, Huggins et al. 2011). Assim, determinamos o efeito do
tratamento in vitro com LASSBio-1406 e LASSBio-1407 sobre a atividade
proliferativa e secretéria de fibroblastos pulmonares obtidos de pulmdes de
camundongos normais. Como mostrado na figura 4.16A, fibroblastos estimulados
com rmlL-13 (40 ng/mL) apresentaram significativa resposta proliferativa. A
estimulagdo com rmlL-13 aumentou também a secregdo de MCP-1, comparado com

0 grupo ndo estimulado (NE) (Figura 4.16B). O tratamento com concentracoes
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crescentes de cilomilast inibiu de forma  concentragdo-dependente tanto a
proliferacdo(1-100 uM) quanto a secrecdo de MCP-1(10-100 uM) evidenciada apos
estimulacédo com IL-13 (Figura 4.16).

Os tratamentos com o0s LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (1-100 pM)
reduziram a proliferacdo de forma concentracdo dependente de fibroblastos normais
estimulados com rmiIL-13 (Figura 4.16). A mesma figura mostra também que a
funcdo de secrecdo de MCP-1 foi claramente sensivel aos referidos tratamentos,
particularmente nas duas maiores concentracdes. Ademais, a analise da viabilidade
celular determinada pela técnica do MTT, monstrou que os tratamentos com 0s
LASSBi0-1406 e LASSBi0-1407 nas concentracoes de 1 €10 uM foram incapazes de
modificar a viabilidade dessas células. Observou-se, entretanto, um aumento de 23%
e uma reducdo de 28% na viabilidade celular dos fibroblastos expostos a
concentragcdo mais alta (100 uM) de LASSBi0-1406 e 1407, respectivamente. Por
outro lado, o tratamento com cilomilast nas 3 concentragcbes empregadas nao
modificou a viabilidade celular (Figura4.17).

O NE
- 13

[ + LASSBI0-1406 1 M
3 + LASSBI0-1406 10 mM
[ + LASSBi0-1406 100 mvl
[ + LASSBi0-1407 1 nM
Il + LASSBi0-1407 10 nv
Bl + LASSBi0-1407 100 M
8007 [ + Cilomilast 1 mv
T T B + Cilomilast 10 mM

Bl -+ Cilomilast 100 nvi
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Figura 4.16. Efeito do Cilomilast, LASSBio-1406 e L ASSBio-1407 (1-100 uM) sobre a
atividade de fibroblastos pulmonares in vitro. (A) taxa de proliferacdo de fibroblastos
normais com ou sem estimulo e, na auséncia ou na presenca do tratamento; (B) quantidade de
MCP-1 secretada in vitro 24 horas ap0s o estimulo com rmiL-13 . Os resultados representam a

média + EPM de cerca de 4 pocos (quadruplicada). *P<0,01 em comparagdo com 0 grupo
estimulado com PBS. "P<0,05 em comparag&o com o grupo estimulado com rmiL-13.
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Figura 4.17. Efeito do Cilomilast, LASSBi0-1406 e L ASSBio-1407 (1-100 uM) sobre a
viabilidade celular de fibroblastos pulmonares in vitro.Viabilidade celular avaliada pela
reducdo de MTT a formosan. Células normais ndo-estimuladas foram incubadas com os
tratamentos por 24 horas. Os resultados representam a média £+ EPM de cerca de 3 pogos

3 NE

Bl + DMSO 0,1%

[ + LASSBio-1406 1nM
3 + LASSBio-1406 10mM
[ + LASSBio-1406 100V
3 + LASSBio-1407 1nmM
Bl -+ LASSBio-1407 10mM
@l -+ LASSBio-1407 100mM
3 + Cilomilast 1M

B + Cilomilast 10mM

Bl -+ Cilomilast 100 mM

(triplicada). *P< 0,05 em comparagdo com o grupo estimulado DM SO 0.1 %.

59



4.6 — Efeito dos tratamentos com dexametasona, cilomilast, LASSBio-1386,
L ASSBio-1406 e L ASSBi0-1407 sobre a funcéo de células T in vitro

Células obtidas de linfonodos periféricos de camundongos D011.10 (TCR
Tg), transgénicos que expressam receptor TCR para OVA, foram utilizados na
avaliacdo de uma potencial acdo direta dos derivados NAHs sobre linfécitos. Como
mostrado na figura 4.18 e tabela 4.6, o desafio com ovoalbumina aumentou
significativamente a producéo IL-4, IL-13, IL-5 e IFN-y, bem como a reposta
proliferativa de linfocitos. O tratamento com dexametasona (100 pM) inibiu
significativamente a producgéo de IL-4, 1L-13, IL-5 e IFN-y (Figura 4.18), e aboliu a
resposta proliferativa de células T (Tabela 4.6).

Da mesma forma, cilomilast, LASSBio-1386, LASSBio-1406 e LASSBio-
1407 reduziram, de forma dependente da dose, os niveisde IL-4, IL-13, IL-5 e IFN-g
(Figura 4.18) e a resposta proliferativa de células T (Tabela 4.6). Ressalta-se que
ambos LASSBi0-1406 e 1407 foram mais efetivos que o cilomilast em reduzir os
niveis de IL-4, IL-5 e IFN-g, e a reposta proliferativa das células T apds provocacao
com OVA. O tratamento com LASSBi0-1406 ou LASSBi0-1407, ECs 0.6 € ECs0 0.7
(UM, r?= 0.95, respectivamente), foi mais potente que o cilomilast (ECso 0.8 pM) em
inibir areposta proliferativa de linfocitos T (Tabela 4.18).

Adicionalmente, observa-se na tabela 4.18, uma diminuicdo significativa da
percentagem de células T em apoptose apos estimulacdo com OVA. O tratamento
com dexametasona (100 uM), cilomilast, LASSBio-1406 e 1407 (0.1 - 100 uM)
aumentou significativamente a percentagem de células em apoptose apds provocagao
antigénica. Os tratamentos com LASSBi0-1406 e LASSBio-1407 foram mais potente
que o cilomilast e 0 LASSBi0-1386 em induzir a apoptose de células T (Tabela 4.18).
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Figura 4.18. Efeito dos tratamentos in vitro com dexametasona, cilomilast, L ASSBio-1386,
LASSBi0o-1406 e LASSBi0-1407 sobre a producdo de citocinas de células T naive
recolhidas de nodulos linféides de camudongos DO11.10 (transgénico) e, ativadas in vitro
com ovoalbumina (0,5 mg/ml). Os resultados representam a média + EPM de células de
linfonodos de 4 animais. "P<0,05 em comparagd com 0 grupo estimulado com PBS.
*P<0,05 em comparacdo com o grupo estimulado com OVA.
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Tabela 4.6. Efeito in vitro do tratamento com dexametasona (100 pM), cilomilast,
L ASSBi0-1386, L ASSBio-1406 e L ASSBio-1407 (0.1 - 100 uM) sobre as células T naive

recolhidas de nodos linféides de camundongos transgénicos DO11.10 e estimuladas in

vitro ovoalbumina.

Proliferacdo Apoptose
Estimulo  Tratamento % decédulas % decélulas
S ECso (NM)° b.GoR ECso (UM)°

PBS PBS 11.3+15 = - 86.1+21 -
OVA DMSO 0,1 % 244+11° e 400+33" e

+ Dexametasona 87+06 - 783+23

+ Cilomilast 78+1.1 0.8 776+33 1.2

+ LASSBi0-1386 74+14 2.1 83.0+ 4.4 35

+ LASSBi0-1406 6.1+1.0 0.6 85.6+1.8 0.8

+ LASSBi0-1407 6.2+14 0.7 82.4+1.8 0.6

®Percentagem de células em estado proliferativo (S+G2) ou passando pela fragmentacdo do DNA

(sub-GO0) foi determinada com coloragdo de iodeto de propideo (citometria de fluxo) na presenca

ou auséncia dos tratamentos (100 uM), 72 horas apls a incubacdo com ovoabumina (0.5

mg/ml);?Os val ores representam a média + EPM de linfonodos de pelo menos 4 animais."ECs, foi

calculada por regressdo linear (coeficiente de correlacdo r = 0.96) e representam o valor médio de cinco

determinagBes (0.1 - 100 uM), o erro experimental é por volta de 10 %." P<0,01 quando comparado

com o grupo de células ndo-estimuladas; “P<0,01 quando comparado com o grupo de céulas

estimuladas com OVA.
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4.7 — Efeito do LASSBIi0-1386, LASSBi0-1406 e LASSBio-1407 em teste de

atividade pro-emética em roedor es

Inibidores de PDE4 induzem vOémito ativando vias noradrenérgicas no sistema
nervoso central, o que levou o estabelecimento de um modelo experimental
alternativo para avaliacdo de atividade pro-emética de compostos candidatos a
farmacos em ratos e camundongos (Robichaud, Savoie et al. 2001; Robichaud,
Savoie et al. 2002). A figura 4.19 mostra que, ao contrario do rolipram, os
tratamentos com os derivados NAHs, LASSBio-1406, LASSBio-1407 e LASSBio-
1386 (30-200 umol/kg), ndo reduziram o tempo de sono induzido pela associagdo de
ketamina e xilazina. E importante ressaltar que, nessas condicdes de anestesia geral,
o tempo de sono esta associado a diminui¢cédo dos niveis de AMPc em neurdnios da
regido x que leva a reducéo da atividade da via noradrenérgica. Portanto, o aumento
dos niveis de AMPc nessa regido, como fazem rolipram e todos os inibidores de
PDE4 disponiveis, vai no sentido contrério, reduzindo o tempo de sono dos animais.
Este é o fundamento essencial do presente teste (Robichaud, Savoie et al. 2001,
Robichaud, Savoie et al. 2002).

-~ Controle

-8 Rolipram
LASSBIio-1386
-~ LASSBI0-1406

-8~ LASSBi0-1407
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Figura 4.19. Efeito do tratamento com o LASSBi0o-1386, L ASSBio-1393, L ASSBio-1406
L ASSBi0-1407 (30-200 pmol/kg) ou rolipram (1-50 umol/kg) sobre aduracéao da anestesia
induzida pela combinacédo de xilazina (10 mg/kg) e ketamina (70 mg/kg).A duracdo da
anestesia foi analisada pelo retorno dos reflexos, saindo da posicdo de decubito dorsal. Os
resultados representam amédia+ EPM (n=10 animais/grupo). P < 0,0lem comparacdo com o
grupo controle.
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V — Discussao

Inibidores de PDE4 atuam aumentando as concentracdes intracelulares de
AMPc, um segundo mensageiro com véarias agbes anti-inflamatorias em células
efetoras envolvidas na patogénese da asma e DPOC. De fato, ha evidéncias de que
tais inibidores sejam capazes de bloquear o recrutamento e ativacdo de diversos
leucécitos, incluindo mastoécitos, eosindéfilos, linfocitos T, macrofagos e neutroéfilos,
além de inibirem a hiperplasia e hipertrofia de células estruturais, o que tem atraido
consideravel interesse como alternativa no tratamento de doengas respiratorias
(Barnes 2004; Lipworth 2005; Siddiqui, Redhu et al. 2013). Assim, nesta tese,
avaliamos as propriedades farmacol 6gicas de uma nova série de derivados N-metil-N-
acilhidrazénicos (NAHSs), inibidores da PDE4, em modelos experimentais de
inflamag&@o pulmonar e asma, tendo os inibidores da PDE4, rolipram e cilomilast,
como farmacos de referéncia.

Esforcos consideraveis tém sido realizados, nas ultimas décadas, no sentido de
se desenvolver modelos experimentais que reproduzam as alteracGes patoldgicas
evidenciadas na asma e DPOC observadas em humanos. Apesar de inumeras
limitacBes, gragas a eles, houve nas ultimas décadas um incremento bastante
significativo na compreensdo de eventos-chaves, e identificacdo de potenciais alvos
terapéuticos associados ao desenvolvimento de doencas inflamatorias pulmonares
agudas e cronicas (Bates, Rincon et al. 2009; Corazza and Kaufmann 2012). Spond e
cols. apresentaram evidencias de que a inflamagdo pulmonar induzida por LPS
resulta em um quadro de alteracdes fisiopatol 6gicas marcado por neutréfilia, ativacéo
de macrofagos e hiper-reatividade das vias aéreas. Em muitos aspectos, este quadro é
bastante similar aguele notado em pacientes com DPOC (Spond, Billah et al. 2004).
Em linha com esses achados, demonstramos que a provocagéo intranasal com LPS
induziu um aumento significativo nos niveis de TNF-a e IL-6 no tecido pulmonar,
combinado ao influxo de neutrofilos e hiper-reatividade das vias aéreas (Spond,
Chapman et al. 2001).

O TNF-a e alL-6 sdo armazenados em granulos e liberados durante a resposta
alérgica por monaocitos e macrofagos (Huaux 2007). Niveis elevados de TNF-a e IL-6
sdo frequentemente observados no lavado broncoalveolar de pacientes com
asma/DPOC e estdo relacionados com a severidade do quadro. O aumento dos niveis
intracelulares de AMPc em mondcitos, macrofagos e mastécitos leva a inibicdo da
secrecao e sintese TNF-a e IL-6 (Deng, Xie et al. 2006; Yang, Kumar et al. 2012;
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Sismanopoulos, Delivanis et al. 2013). Como esperado, os tratamentos com rolipram
e o cilomilast, conhecidos inibidores da PDE4, inibiram a producdo de TNF-a e IL-6
(Sanz, Cortijo et al. 2007; Tang, Lu et al. 2010). Observamos também, que os
tratamentos com os LASSBi0-1366, LASSBio-1372, LASSBi0-1379, LASSBi0-1386,
LASSBi0-1406 e LASSBIio-1407 foram t&o eficazes quanto o rolipram em inibir a
producdo destas citocinas no tecido pulmonar induzida por LPS. E interessante notar
gue o ranking de poténcia dos compostos avaliados difere daquele observado quando
0S mesmos compostos foram testados in vitro, utilizando-se células mononucleares
obtidas do sangue periférico de individuos saudaveis, quando o LASSBi0-1393 foi o
derivado mais potente (Tabela 1.1). A falta de atividade in vivo do LASSBi0-1393,
apesar da alta capacidade de inibir a enzima PDE4 e a geracdo de TNF-a (ICso = 50
nM e ECso = 520 nM, respectivamente), pode ser devido as suas propriedades fisico-
guimicas, incluindo permeabilidade nas células alvo e/ou biodisponibilidade.

O infiltrado de neutréfilos nas vias aéreas € um achado bastante frequente em
pacientes com asma grave e DPOC, associado com o aumento da disfuncéo de vias
respiratorias, hipersecrecdo de muco, dano e remodelamento tecidual (Spond, Billah
et al. 2004; Mauad and Dolhnikoff 2008). Roflumilast, segunda geracéao de inibidores
de PDEA4, inibe quimiotaxia de varias células inflamatdrias, ativacdo de leucocitos e a
producéo de citocinas in vitro e em varios modelos animais de asma e DPOC, além
de reduzir o niumero de neutrofilos e eosinéfilos presentes no escarro de pacientes
com DPOC (Lipworth 2005; Boswell-Smith and Spina 2007; Giembycz and Field
2010). Nossos resultados demonstraram que o rolipram (45 umol/kg, v.0.) e
cilomilast (10 pmol/kg, v.0.) reduziram a neutrofilia pulmonar induzida por LPS em
70% e 43%, respectivamente. A inibicdo maxima do rolipram sobre neutrofilia
pulmonar foi similar aquela evidenciada por outros potentes inibidores de PDE4, a
exemplo do roflumilast, em modelos de inflamagdo induzida por LPS (Spond,
Chapman et al. 2001; Lagente, Martin-Chouly et al. 2005). De forma similar ao
observado para rolipram e cilomilast, o tratamento com os derivados NAHs inibiram
significativamente o aumento no numero de neutrofilos recuperados no lavado
bronco alveolar (50% a 77%), além de reduzirem o nimero de células mononucleares
e eosinoéfilos (dados ndo mostrados).

Ademais, a instilacio de LPS nas vias aéreas de camundongos leva
sabidamente a um quadro de hiper-reatividade pulmonar inicial que independe da
producdo de citocinas e infiltracdo de neutrofilos no tecido pulmonar (Spond,

Chapman et al. 2001). Mostramos que os derivados NAHs, assim como o cilomilast e
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rolipram, sdo capazes de prevenir a hiper-reatividade induzida por LPS. Os
resultados revelaram que os derivados NAHs apresentam, com pequenas distincdes,
respostas similares as observadas para os inibidores de PDE4 sobre a inflamacgéo
induzida por LPS (Fan Chung 2006), sugerindo que os derivados NAHs podem
apresentar propriedades anti-inflamatorias similares aos compostos de referéncia.

A asma é frequentemente definida como uma desordem inflamatéria
eosinofilica associada a hiper-responsividade bronquica. A eficéacia de inibidores de
PDE4 em antagonizar a eosinofilia induzida por multiplos desafios foi demonstrada
em diversos protocolos de pré-tratamento, porém a eficacia desses compostos em
condi¢des onde o quadro inflamatério e o remodelamento pulmonar adverso tenham
sido instalados € menos estudada (Raeburn, Underwood et al. 1994; Torphy, Barnette
et al. 1994; Hamid and Tulic 2009; Poon, Eidelman et al. 2012). No presente estudo,
utilizamos um modelo murino de asma induzida por desafios sequenciais de
ovoalbumina, no qual aspectos cruciais da patogenia da asma ja estdo presentes a
partir da 22 provocacdo antigénica que acontece em intervalo de 7 dias. Tais
alteracbes patoldgicas incluem, intenso infiltrado leucocitario, hipersecrecdo de
muco e aumento da deposicdo de componentes de matriz, além da hiper-
responsividade das vias aéreas em resposta a metacolina (Cardozo SVS, dissertacéo
de mestrado, 2010).

Estudos anteriores tém demonstrado a importancia da secrecéo de citocinas e
quimiocinas, como IL-4, IL-13, IL-5 e eotaxina, produzidas apds estimulacéo
antigénica no desenvolvimento da inflamacao pulmonar, hiper-reatividade das vias
aéreas e remodelamento tecidual (Fulkerson, Rothenberg et al. 2005; Wechsler,
Fulkerson et al. 2012). Em nossas condi¢cdes, observamos que 0 tratamento
terapéutico com os derivados NAHs mostrou-se claramente mais eficiente que o
rolipram em inibir a producéo de citocinas e quimiocinas, bem como o influxo de
eosinofilos e neutréfilos no tecido pulmonar de camundongos desafiados com OV A.
Estudos anteriores mostraram que a administracdo sistémica de rolipram inibiu a
liberacdo de citocinas e quimiocinas produzidas por células Ty2 ativadas, células
epiteliais, eosinofilos, baséfilos e mastocitos (Raeburn, Underwood et al. 1994,
Spond, Chapman et al. 2001; Bopp, Dehzad et al. 2009). Similarmente, o tratamento
com roflumilast foi capaz de reduzir a resposta de fase tardia, através da diminuicao
significativa da secrecdo de citocinas e quimiocinas no sitio da inflamacao
(Bundschuh, Eltze et al. 2001; Wollin, Bundschuh et al. 2006). Nas condicoes

empregadas em nosso laboratorio, o tratamento com rolipram aboliu a hiper-
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reatividade das vias aéreas, mas falhou em inibir de forma significativa o influxo de
eosinofilos, a deposicdo de componentes de matriz e a hipersecrecdo de muco
provocada pelo desafio alergénico. Por outro lado,pudemos constatar que o
tratamento com os derivados NAHs inibiram de forma significativa o influxo de
eosinoéfilos, a deposicdo de componentes de matriz (excecdo do LASSBi0-1366) e a
hiper-reatividade das vias aéreas. Contudo, apenas os compostos LASSBio-1406 e
LASSBi0-1407 foram capazes de reverter, de forma significativa, a hipersecrecdo de
muco em resposta ao desafio alérgico neste modelo.

Fatores como a inflamacéo, espessamento da camada subepitelial, aumento da
producdo de muco, liberacdo de mediadores inflamatérios e aumento da
permeabilidade vascular estdo associados a hiper-responsividade e a obstrucdo das
vias aéreas (Hamid and Tulic 2009; Poon, Eidelman et al. 2012). Estudos prévios
indicam que o tratamento preventivo com o rolipram exerce um efeito direto sobre a
adesdo de eosinofilos nas células endoteliais inibindo o influxo dessa célula e a
hiperplasia/metaplasia das células produtoras de muco em modelos de inflamacéao
aguda (Torphy, Barnette et al. 1994; Kanehiro, Ikemura et al. 2001). Esses resultados
vao de encontro aos nossos ja que, em nossas condi¢des, o rolipram mostrou-se
incapaz de inibir o infiltrado eosinofilico e outras alteracdes patoldgicas, incluindo a
producédo de muco e fibrogénese. Essa diferenca de eficacia muito provavelmente
esta relacionada ao fato de termos feito o tratamento depois do quadro
fisiopatologico ter sido instalado. De fato, varios estudos evidenciam respostas
diferentes dos inibidores de PDE4 sobre os componentes da inflamacgdo dependendo
do tratamento ocorrer de forma preventiva ou terapéutica (Germain, Bertin et al.
1998; Kumar, Herbert et al. 2003; Leclerc, Lagente et al. 2006; Nenan, Lagente et al.
2007; Spina 2008; Matera, Page et al. 2014). Ressalta-se que o tratamento
terapéutico com os derivados NAHSs, principalmente o LASSBio-1406 e LASSBio-
1407, reduziu substancialmente a eosinofilia pulmonar, a fibrose subepitelial e a
hipersecrecdo de muco, em condi¢cbes nas quais o rolipram foi ineficaz. Essas
observacdes podem ter implicacdes clinicas relevantes, sugerindo que os derivados
NAHSs, especiamente os LASSBio-1406 e LASSBio-1407 modulam ndo s6 a
migracéo de células para a vias aéreas, mas provavelmente também conseguem
regular negativamente a sua ativacdo no sitio da inflamag&o, e/ou outros eventos
decorrentes dessa acéo efetora no desenvolvimento do complexo quadro patol 6gico

da reposta asmatica.
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Vérios autores deixam claro a importancia de serem utilizados, nos modelos
experimentais de asma, agentes antigénicos que sejam mais relevantes do ponto de
vista clinico (Corazza and Kaufmann 2012). Dentro desse aspecto, 0 acaro caseiro
(HDM) é reconhecidamente um dos mais importantes desencadeadores de resposta
asmatica em todo o mundo. A acdo fortemente pro-alergénica do HDM deve-se, em
grande parte, a sua atividade proteasica (Cheng, Lee et al. 1998; Ulrich, Hincks et al.
2008; Blacquiere, Hylkema et al. 2010; Fattouh, Al-Garawi et al. 2011). Observamos
que a sequéncia de desafios intranasais com HDM durante 3 semanas promoveu
inflamacéo das vias aéreas, evidenciada pelo aumento no nimero de leucdcitos totais
e eosindfilos recuperados no lavado broncoalveolar. O fendmeno foi acompanhado
por marcada hiper-responsividade bronquica e intenso remodelamento tecidual
adverso, em linha com varios outros estudos prévios (Cheng, Lee et al. 1998; Ulrich,
Hincks et al. 2008; Goldklang, Perez-Zoghbi et al. 2013).

Existem poucos estudos acerca dos efeitos de inibidores de PDE4 em modelos
de inflamac&o induzida por HDM. Underwood e cols demostraram que o inibidor de
PDE4 cilomilast (SB207499) é capaz de reduzir a broncoconstric¢cao e o influxo de
células inflamatorias apos provocagdo com HDM (Brown 1999). Assim, baseados nos
resultados obtidos até o momento, investigamos o efeito do tratamento oral com
doses crescentes de LASSBio-1407 (10 - 100 pmol/kg) sobre aspectos cruciais da
inflamac&o alérgica induzida por HDM, em comparacdo com o cilomilast.
Observamos que o tratamento oral com o cilomilast foi capaz de inibir a producéo de
IL-4, IL-13 e IL-17, mas falhou em modificar os niveis de IL-5 e KC. Além de
reduzir drasticamente o acumulo de eosindfilos e neutrofilos, a hiper-reatividade das
vias aéreas e a deposicdo de componentes de matriz extracelular. Entretanto,
mostrou-se incapaz de inibir significativamente a produgdo aumentada de muco nas
vias aéreas de camundongos desafiados com HDM. Por outro lado, o tratamento com
LASSBi0-1407 inibiu de forma dose-resposta a secre¢ao de citocinas e quimiocinas,
0 acumulo de eosindfilos e neutrofilos no BAL, o aumento de resisténcia e elastancia
pulmonar, além inibir significativamente a deposicdo de componentes de matriz na
regido peribréonquiolar e a hipersecrecédo de muco.

O muco atua como um sistema de defesa primario nas vias aéreas,
favorecendo a eliminacédo de agentes patogénicos (Lambrecht and Hammad 2012).
Contudo, a excessiva producdo de muco causa o declinio da fungéo pulmonar, atraves
da limitagdo do fluxo de ar em pacientes com asma. Sec¢Oes de tecido pulmonar

obtidas de pacientes que morreram de asma apresentam um aumento de 20 vezes do
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namero de células caliciformess nas vias aéreas periféricas, quando comparadas
aquelas obtidas de individuos saudaveis. Além disso, a quantidade de muco
intraluminal mostra-se marcadamente aumentada em pacientes com asma fatal. Sabe-
se que a inflamacéo estimula a ativagéo do receptor de crescimento epidermal (EGF)
nas células ciliares, e juntamente com a ligacdo de IL-13 promove a diferenciacdo
destas em células caliciformess através da acéo coordenada de fatores de transcrigéo.
Isto leva ao aumento da expressdo de MUCS5AC e de proteinas de membrana que
culminam na hipersecrecdo de muco (Cohn, Elias et al. 2004; Jarjour, Erzurum et al.
2012; Lambrecht and Hammad 2012). Roflumilast atenua a expresséo do RNA
mensageiro para MUCS5AC induzido por EGF em cultura de células epiteliais
humanas, sugerindo que os inibidores de PDE4 possam suprimir a secrecdo de muco
em doencas do trato respiratorio(Boswell-Smith and Spina 2007). De fato, estudos
mostram que o roflumilast consegue atenuar, na maioria dos casos, a hipersecrecdo
de muco em pacientes com DPOC (Bousquet, Aubier et al. 2006). Evidenciamos que
0 LASSBIio0-1406 e LASSBIi0-1407 inibem a hipersecrecdo de muco em diferentes
protocolos experimentais de inflamacdo pulmonar (OVA e HDM), sugerindo que
estes compostos apresentam efeitos similares aos observados para varios inibidores
de PDE4 na literatura. Contudo, ndo descartamos a hipétese de que outros
mecanismos possam estar igualmente envolvidos, nos efeitos observados para esses
compostos nos modelos empregados em detrimento dos demais. De fato no que diz
respeito aos derivados NAHs ha evidencias que outros alvos poderiam estar
igualmente envolvidos, o que poderia justificar a eficécia desses derivados em inibir
os diferentes aspectos da resposta asmatica, mesmo quando potentes inibidores de
PDE4 mostram-se inativos.

Teofilina promove a apoptose de eosinofilos e neutréfilos in vitro através da
inibicdo da proteina antiapoptética Bcl-2 (Fan Chung 2006). Este efeito ndo €
mediado pela inibicdo de uma enzima fosfodiesterase mas, pelo menos em
neutrofilos, parece ser mediado por uma agdo em receptores de adenosina. Alencar e
cols. evidenciaram os efeitos do LASSBi0-1359 sobre a hipertensdo pulmonar,
deixando claro uma marcada atividade agonista no receptor de adenosina Aa
(Alencar, Pereira et al. 2013). A adenosina € um importante intermediario da sintese
das purinas e do metabolismo energético. Varios estudos evidenciam o papel da
adenosina no remodelamento tecidual pulmonar, além de importante modulador da
inflamag&o (Hasko and Pacher 2008; Wilson 2008; Folkesson, Kuzenko et al. 2012).
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Estudos mostram que substituicdes simples, principalmente dentro de uma
mesma familia de moléculas, podem transformar um agonista em antagonista,
aumentar a poténcia, a eficacia e até aumentar ou reduzir os efeitos adversos (da
Costa, Olsen et al. 2007; Romeiro, da Silva Ferreira et al. 2011; Braga, Alves et al.
2012; Kummerle, Schmitt et al. 2012), sugerindo que os derivados NAHs podem
estar exercendo seus efeitos através de outros mecanismos que independem da
inibicdo da PDE4. Ademais, o LASSBio-1406 e LASSBio-1407 inibem a PDES3
(1Cs0 = 4.5 UM e ICsp = 6.2 uM, respectivamente) (Kummerle, Schmitt et al. 2012).
Estudos clinicos comprovam que a combinacdo dual da inibicdo da PDE3 e da PDE4
suprime as contracdes espasmogénica do musculo liso das vias aéreas de forma
sinérgica em humanos (Abbott-Banner and Page 2014). Os inibidores PDE3/PDE4
ativam a secrecéo de CL™ mediada por um canal de cloreto (CFTR), sugerindo que
eles possam ser capazes de estimular a depuracdo mucociliar (Abbott-Banner and
Page 2014). Enfim, a maneira pela qual os LASSBio-1406 e LASSBio-1407 revertem
alteracdes patologicas cruciais da asma, nesses modelos experimentais, precisam ser
melhor investigadas no futuro.

Nas ultimas décadas, a importancia de células inflamatérias e estruturais na
patogénese da asma tem sido cada vez mais reconhecida e o efeito inibitério dos
farmacos na diferenciacéo, ativacdo e migracdo dessas células tornou-se um aspecto
mecanistico de extrema relevancia na busca de novos tratamentos, além de contribuir
para o melhor entendimento de varias terapias correntes(Wark and Gibson 2006;
Parulekar, Alobaidy et al. 2013). Sabe-se, por exemplo, que a proliferacéo e ativagéo
de fibroblastos no foco da lesdo inflamatéria € uma condicdo importante no
estabelecimento do remodelamento adverso no tecido pulmonar (Ingram, Huggins et
al. 2011). No presente estudo, demonstrou-se que o tratamento com LASSBio-1406
ou LASSBIi0-1407 inibiu a deposi¢cao de componentes de matriz, seja em condi¢cdes
de provocacdo alérgica com ovoalbuminaseja ap0s exposicdo ao HDM. Estudos
prévios demonstraram que os inibidores de PDE4 cilomilast e rolipram podem
atenuar o remodelamento tecidual através da inibicdo do recrutamento de fibroblastos
e blogueio da geracdo da metaloproteinase MMP-9 (Martin-Chouly, Astier et al.
2004). Em nosso estudo, os tratamentos com LA SSBio-1406 e LASSBio0-1407, assim
como o préprio cilomilast, inibiram a resposta proliferativa de fibroblastos induzida
por IL-13 in vitro, sem afetar a viabilidade destas células. Ademais, demonstrou-se
também que os referidos compostos inibem a atividade secretéria de fibroblastos em

cultura, evidenciado pela reducdo da secrecdo de MCP-1, uma quimiocina chave na
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quimiotaxia de macréfagos e mondcitos. Esses resultados sugerem que a inibicao da
fibrose peribrénquica observada apds tratamento com LASSBio-1406 e LASSBio-
1407 esta, muito provavelmente, relacionada a inibicdo direta dos mecanismos de
recrutamento e ativacao de fibroblastos no tecido pulmonar.

Tendo em vista o impacto fisiopatoldgico das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 no
contexto da asma, fica evidente o entendimento de que o0s tratamentos
farmacol6gicos capazes de inibir a producdo de tais citocinas tém potencialidade
terapéutica no contexto da doenca (Hamid and Tulic 2009). Os linfécitos CD4 T2
infiltrantes no foco da lesdo sdo as principais fontes dessas citocinas, e varias
tratamentos exitosos em model os experimentais de asma estao relacionados, direta ou
indiretamente, relacionados com a capacidade de reduzir ou abolir a producéo de
citocinas de perfil Th2(Caramori, Ito et al. 2004).0 farmaco teofilina induz a
apoptose de linfocitos T através de um mecanismo dependente da inibicdo PDE4
(Barnes 2010). Vale notar que a inibicdo da funcdo de células Tp2 ndo é o unico
mecanismo pelo qual esses inibidores atuam.Eles agem também aumentando a
capacidade supressora de células Treg.

A ativagcdo antigénica do receptor de células T (TCR) promove aumento
transitorio dos niveis de AMPc, o que inibe a sinalizagdo a menos que haa co-
estimulacéo, reduzindo os niveis intracelulares de AMPc, permitindo a amplificacéo
da sinalizacdo induzida pelo antigeno. Estudos demonstram que o aumento dos
niveis intracelulares de AMPc reduz a proliferagdo e secre¢cdo de citocinas pela
célula T, além de aumentar a expressao de molécula inibidora CTLA-4, aumentando
anergia de células T em repouso. O continuo aumento de AMPc, também esta
associado com a ativacdo de caspase-8 (Jin and Conti 2002; Bjorgo and Tasken 2006;
Bopp, Dehzad et al. 2009).No presente estudo, utilizando células dos linfonodos dos
camundongos DO11.10 desafiadas antigenicamente in vitro, demonstramos que 0s
compostos LASSBi0-1406 e LASSBio0-1407, assim como cilomilast, foram capazes
de inibir a resposta proliferativa e a secrecéo de citocinas de linfécitos T, além de
intensificar a apoptose dessas células ativadas antigenicamente in vitro. Em conjunto,
esses achados sugerem que pelo menos parte dos efeitos antiasmaticos evidenciados
pelos compostos LASSBi0-1406 e LASSBi0-1407 passam pelo bloqueio da funcéo e
sobrevidade células T.

O inibidor de PDE4 roflumilast, Unico representante da classe empregado na
clinica, apresenta eficacia reconhecida no tratamento da asma e DPOC, mas a sua

utilizacdo em larga escala € limitada pelos efeitos adversos de nauseas e vomitos(Fan
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Chung 2006). O principal desafio no desenvolvimento de uma nova geracéo de
inibidores de PDE4 €, sem duvida, melhorar o indice terapéutico desses compostos
(Lipworth 2005). Varias abordagens visando a otimizacéo dessa classe de farmacos
vém sendo empregadas, dentre elas o desenho de inibidores seletivos para os
subtipos de PDE4 (Kodimuthali, Jabaris et al. 2008). Dados da literatura
demonstraram que camundongos deficientes de PDE4D apresentam reducao do tempo
de inducdo do sono na anestesia induzida por ketamina e xilazina, comportamento
correlacionado com os efeitos eméticos em roedores e com o0 antagonismo de alfa-2
adrenérgico no sistema nervoso central. O fendbmeno ndo é reproduzido em
camundongos deficientes da isoforma PDE4B, principal subtipo associado aos efeitos
anti-inflamatorios (Robichaud, Savoie et al. 2002; Robichaud, Stamatiou et al. 2002;
Fan Chung 2006), sugerindo a possibilidade efetiva de dissociacéo entre efeitos
desejaveis e indesgjaveis. Por outro lado, os inibidores de PDE4 desenvolvidos até o
momento, incluindo rolipram, cilomilast e roflumilast, apresentam igual afinidade de
ligacdo nos 4 subtipos do PDE4 j& caracterizados (Kodimuthali, Jabaris et al. 2008).
Ao contrario, de forma bastante interessante,os derivados NAHs mostraram-se
incapazes de alterar significativamente o tempo de anestesia induzido por ketamina e
xilazina, sugerindo que esses compostos seriam desprovidos de atividade pro-
emética, o que lhes agrega grande vantagem terapéutica quando comparados aos
agentes inibidores de PDE4 desenvolvidos até o momento.

Outro aspecto interessante que pode minimizar efeitos colaterais adversos
relacionados ao uso clinico de inibidores de PDE4 € o emprego do tratamento
localizado na via aérea (Currie, Alluri et al. 2007; Currie, Butler et al. 2008).
Observamos que o tratamento com o composto LASSBi0-1407 aerossolizado inibiu
de forma significativa a producéo de citocinas, o influxo de eosinofilos no BAL e no
tecido pulmonar, bem como a hiper-reatividade das vias aéreas em camundongos
desafiados com HDM. Esses achados abrem, portanto, a perspectiva interessante de
se utilizar esse composto em condi¢des de aerossolizacdo, minimizando ainda mais
possiveis efeitos adversos que possam estar associados a esse tratamento.

Neste estudo, investigamos as propriedades farmacol 6gicas de uma nova série
de derivados NAHs em diferentes model os experimentais de asma, visando definir o
potencial terapéutico desses derivados no controle da asma. O tratamento com 0s
derivados NAHSs, principalmente o LASSBio-1406 e o LASSBio-1407, bloqgueou
eventos cruciais da patogénese da asma nos diferentes modelos experimentais

empregados provavel mente pela reducéo da liberac&o de citocinas T2 e a inibicao
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das funcdes e sobrevida de linfécitos T e fibroblastos. Os LASSBio-1406 e
LASSBi0-1407 apresentaram propriedades terapéuticas similares as observadas para
os classicos inibidores de PDE4, com potencial pré-emético minimizados, sugerindo
gue estes compostos possam ser Uteis, tanto como candidatos a terapias
antiasmaticas, quanto como protétipos para o desenvolvimento de novos compostos
lideres de interesse no tratamento de doencas inflamatorias pulmonares cronicas.
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VI — Conclusdes

Nossos resultados possibilitaram destacar que:

= Os derivados NAHs estudados nessa tese séo ativos no bloqueio e
reversdo de alteracbes patologicas cruciais na asma, com

propriedades comparaveis a de potentes inibidores de PDE4.

= Dentro da abordagem proposta, foi possivel selecionar-se dois
compostos, LASSBio-1406 e LASSBio-1407, anicos dentre os 8
compostos avaliados com capacidade de inibir todos os parametros

estudados.

= Os efeitos exercidos pelos LASSBio-1406 e LASSBio-1407 em
parte é mediado por agbes supressoras da funcdo de linfécitos T e
fibroblastos, e pela capacidade de intensificar a apoptose de

linfocitos T in vitro.

= Por dltimo, os achados sugerem que LASSBio-1406 e LASSBio-
1407 nado apresentam perfil de atividade pro-emética, o que
representa uma vantagem farmacol 6gica importante em relacdo aos

inibidores de PDE4 cl assicos.

Nossos resultados reforcam a importancia dos inibidores de PDE4 no controle
terapéutico da asma e sugerem que o LASSBio-1406 e LASSBio-1407 possam ter
marcado potencial como verdadeiros protétipos moleculares de medicamentos de

interesse no tratamento de doencas inflamatorias pulmonares.
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ABSTRACT: Among 3 wrall senes of tested Naglbydes — ey meamvet
sone (NAH1), the oo B4 s selected as 3 selective i._' E i .
submicromola ph i {PDE4) inhibitor associ-  * bt r ~.tJ_~
ated with anth TNF- propaties mased both msirosnd iy ¢~ 7 ™ Y
sivw. The mcognition pattern of Ba was ducdited . -
through mokcuar modebng soadie on the knowledge oo e s e ey

Lo gl il o o o]

of the 3D-stroctwre of zardsvering, 3 PDE4 inhibtor “ 7
raembling the structure of 8a, coorystallized with the PDE4.
l—ﬂmhﬂh;ﬂuﬂuﬂnﬁﬂdﬂ‘ﬂﬁﬂnﬁﬂm;phmﬁlhﬂn[ﬂ]mm“:
conformationadly comtraned NAH sl M:bwdﬂmhi-mp-mﬁd with 8 In additon
Ii'wuhudtﬁuvhﬂtdﬂlﬁmnuhdm.qhmw mmulw
wﬂqﬂhm‘;

B INTRODUCTION subdivided inta 11 diferent groups or sorymes, FDEI 1o

Phasphodiciterses (PDE) ply & cntical role in nakntaieing
the cellilar beves of cydic adenosine monophosphate ( ANMP)
and cydic guanmine mosophosphate (GMP).' ™ Cellulir
bnalogeal respomes mch & secrtion, omextion, metshbolam,
and growth are mediated by kevels of these ubiquitous woond
mesengers.

PDEs are responadble for the bydmlyis of phosphodiester

bonds in AMP and GMP® and in humans, PDEs can be

-WA{S Publications  ® vom sreeas o sy

ok

Among these, the multigene phosphodiesteraie 4 (FDE4)"
famdly has srmated conulderable sttention aver the pat decade
because POHES is found in many cell types and tisuoes, induding
leskocytes, ainway and wasqulyr emooth muoscle, vasmuler
endothdium, and brain.® The involvement of PDE4 n

Hecriwed  Aprll 11 2012
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Chart |, Chemical Stoctres of Different PDE4 Inhibitors

Figure 1, Serectuel decign of the tarpedt NAH i 58

pathalogicd procases ssocited with thee thws sggedts &
greal potentid for phamacdogica intevention in » ety of
mflammatory, vscule, sgogenic, and newrologicd dsarders
thiough modulition of cAMP lewels™ Potentid therapeutic
we of PDVE4 mbibiton ded with vasow thenpes nciding
sthma, alesgic rhinite, atopic demmattis, cronic olstrudive
mimonary diseme (COPD), theumatoid sthrite, pariasi
Croln's disase. @ner, Alshama's disase, mild cognitive
mpannent, Pekinon’s dsesse, schisophrenis, nd dgpra

ull-l'
Over the pust decade, the number of studies dealing with the
modalation of cAMP or oGMP levels thwugh the sction of
PDE have icmasnd damaicadly the rdeane of maduliting
PDE activity has been demonstrated by the high number of
ﬂﬂhFﬁhﬁbh{h:ﬂﬂl-Mh-hﬂ
syrthesised und teded in dinical trinks for different inflamms
tory disorders soch w ssthma and COPD (Chan 10
While same of these drogs o be promising (eg.
mollumilat™ " * md , many were dscontinued
from hmdhpmﬂntﬁpnfiq
md undesimed dde offects mich 8 nss md anes ™ Thes
adverse side effecs were thought 10 be due w0 the nhibison of

85

PDE4 in nontarget tissues, notably in the CNS and the gut™ it
was furthe hypothesised that these side effucts wae cithe
cused by adwating emetic centers within the CNS or by
binding = .Mqh,mum.uuum[nu
the rolipram binding ste)” affecting gatric acid secreting celb
in the gut Another proposal emphasised inhibition of 3 speciic
Wﬂ“ﬂ?[ﬁﬂlhmﬂ“
eifects of PDES inhilstor.

Despite pouible side elfects, tha lack of ahernative
testments for inflammstnry disorders sach as COPD continues
to stmulae meearch efforts kading 0 dbcovery of new saker
PE4 mhibnor, which have bren famher encounged by the
mmﬂn[n&ﬂnﬁrﬂlmﬁhﬂ_-

In this paper, we desaibe the dedgn, synthesia, plarnace-
logscal pradile, sd molaculr modding of 3 novd combmatesy
clani of N-sylhydrasone (NAH) dedvathes and & mamber of
NAH structurdly rested beterocpelc compounds that may st
s PDE4 imbdbstore wmhwhmﬂ
described by our m & potent mtl-allammatory,
antnodorptve, atiplitels, and wsoadive compounds and
characterized @ a prvileged structe.™

S W WL e R (! . Mhed Thern, XN, TIX OO0 -3
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Scheme 17

st ot o

DG -

L
&Ij,in n-::_ Wy
R R,

. KDJ .,z,

Tt (B =H)
Bat Oy

“Wange rits andl conditions: (4] by, KOH, MeOH, 0°C, 3 h, 53-92% (b NHNH HO, BOH, 70 °C, 3 b 2-90%; 0] Ar-CHO, B0H, B,
B )

LS b 719 () CHL KOO,y scstone, 30 °G 34 &

Predowly, oo goop described the strategy of moleculae
umplificaion of PDE inhibror™ using 2 umple bond mpare
between positions 5 and & of the et pyrideinose ring,
which dlowed w 1o identify the structures] similurties between
these crdoactive compoonds snd NAH derpaties™ Thess
stisdi led o the dicovery af LASSBo-294, & potent positive
adio-natop sgeat that incews Ca' scumdstion n the
uroplumic setaubom (SR)™ and s 10 5 vsodibining spen
in sortic ringe. Thew effects are moedoted throwgh the
r-riﬂrrd-ffrﬂ-tl-ﬂrﬁimwhwl-l-*—r'

the N-acylhydmsone chemotype has o blowouesc
Mﬂmm“ﬁﬁh“ the
PDE4 inbalstors sardiverine and compounds 1-1
wme straegy of molequbr smplificstion epreented by &
sinple bood rupture in & @d & eydimtion step in b, ws wed
for the design of this novel series (Figare 1). The
phamxophaic dements needed for PDE4 sawity, that s
the atechol ring, was suawesively linked te both to the o
(A1, compounds § snd 61 and the imine (An, compounds 7
nd 8) groupe. Finaly, we selecied a wi of oyl goups Ay and
Ay, indading plenyl A4-dmobosphanyl, +dlocoplenyl, 2.,
Y, or 4-mathoxyphenyl, 4 hydroxyphenyl, and 2-
-ﬁ-yl.d.m[l.!ci"rﬂhql. The selection was based om
the falowng ariteda: #-Hawmett comtat (=04 »
+0.3), molsr refracivity (25-39 cm'/mol), Epophilic profle
and shility 1o be an xeeptor o donor of hydrogen. The 14
methyimedomphenyl groop was abio selected to test potental
banoutesam with the caedid molety. We abo explared the
m#’#—#m:l:l—lu&}mﬂq.
Ths stetegy wai lber succafully wilised by ouw greap o
synthosioe 3 potent vasodlatory NAH™™ which confirmed
hhmmm%chwh:m“
of Nacylhydrmone g™
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B RESULTS AND DISCUSSION

Chemistry. The smihes of the target NAH sedes 8- wis
cavied oot according to the poadures depicted in Schemes

13 The compounds Sa—g and Ta—f weme oynthesnad from
the corresponding scylhydmzines 1 thst wese obtaned
from the axdstive processng of Pa-g = dewrbed

bg?lmuwhmdhﬂdi-plﬂ_hﬂrﬂ
methandic solution followed by 2 reaction
uﬂhﬂﬂuhﬁﬂhlﬁuﬂldﬂiﬂh yuelds
ranging from 70% to 9" Thus, the Sa— and
Ta-{ wese prepared vin scid ctalysed condemigion of 1la-g
with the corrmponding smmatic aldebydes with kigh yields of
TI% to 9% (Scheme 1),

The phenolic NAH dedvative Tg was obtaimed by trying &
number of swoewiw chaicd fndiond pogp ntEroonver-
sioes on sldehwde 9h, which could not be conwerted to the
corsponding ester by the previowshy Yamada's
nﬂm"mhmﬂﬁﬂhm?ﬂm
mmganess odde in methanol ot mom fempeniu
mﬁlﬂﬂﬁlﬂ\ﬂﬂmwmdt&
methyl eter 10h afforded the cormapondmg bydraside 11h in
0% yidd, Condenation of Lk with 3 d-dimethoryben able-
hyde fornished the mew NAH desvatie Tg in 60% yield
(Scheme 1),

Findly, the 2-mabylimidaso] L, 2-a|pyridingl desteative NAH
Th was eynthsised theough the synthsis sqene dhown n
Scheme 3, msulting in a high overall yidd The imidaso[1L2-
a derheative 1) wasn obtained with 3 7% yield vuing
regioselective pdocondenuation of T-aminopyrdine 12 with
ethyl Echloro-acetoacetate in absolote sthend &1 roflux
(Scheme 30" The wmccemive hydraimoluic md acid-
catdyred condensation of 12 with L4 dmabonbenddehyde
gan the desired 2-methylimdaso[1,2 o) preidogl SAH Thwith
aTE% yield, as desaribed B i worth that
some compounds of the § and 7 series described bevan can be

gy W e O e | g e CXEY, WUN NTN- BN
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Scheme 1*
o o
L2 ¥
HO L)
h o

l N
o.
Krapac-an
o "

snd conditions: (o) MaOy, MaCM, Mo, 34 b, rt, T1%

1] Fy HAQ, B0, 70 *C, 3 b, 808 (¢} Wd-inmethon-
yhenmblehyds, WO HO, = LS b él%
Scheme T°
o
| . LM B
S Ny ——— .
o S

md comlitns (2] ethyl 2-chioscsteacstate, BHOH,
eelix, 30 b 79 (B NHRH-HO, BOH, 0 °C Yk 84%, (<) 34
dimtiuoryhemes] debpde, BOF, HCL 1, 1S b 72%

found in other studies with ditferent routes of swithess and
bidogical activities distingt from thow intended hae

Carelul andysis of the "H NMIL spetra of the NAH

configmration of blaactive

determined through "H NMR ad oysadlographic and-

|
Mest, the NmethylNAH series &i—e and Sa—1 wem
wynthaired in yuldi ranging from 75% to 9% using selectin

on the alwencs of sgnal rebtive to e NH amide of N-
scylipdrmones and by the presonce of s Nmethyl snglet sgnal
ranging from & 352 to 4 358,

The N-metlyl phenolic (8 6g 8g) sd Linehylimduso
[12-s]pyrdinyl {8h) NAHs coukd not be synthesied by the

presence presenting other nackophilic poups.
Thess N-mathyl NAH were obtained from the comeponding
N-methylhydranides bba=c and wem synthesised in good yields
(2 -80%) by dowly sdding a dilted whaon of sdd dilarde
15— (L5 M n ddiloramethane) ia 3 whation 10 aquiv of
N-methylhpdrasiee in diclormmethane st 0 °C (Sdeme 4).%
The 'H NME facilitated the confrmation of the
regosekectae lornuban of Nomethyl lensobydiandes lba—<
bawed on the b of dhwscteritic sgna moamally ssodsted
with the ainkle NH prabon, amind 8 80 1o 100, This i fypieal
of unmethylated bydraido, a0 observed for 1 la=i, in sddition
to the presence of sgnal sssocisted with the hydraside smine
group, which sccounts for two hydmogens ranging from 4 391
to 4 4.85

Canelul arulyis of the 'H NMR spectia of the new N
sofilwdrsone derwative described hesan alowad us o detact
& unbque mgioksomer, baed on the prosesce of 3 single N
methyl signal and the presnce of only one iming hydrope
signal, which was attribuled to the (K Heomer, & dacribed =

Scheme 4*

e I e b

ny H; R,
e 160
g :'ﬁrwu BB mOCH,
g RwR 00,
1 2yl
By Ry=H, Ry=0H,
Ar=3d

= e e

he

o “_. U

;’agy_ﬁw#_‘* .}a??::go -3
U 0

Reagents snd conduivas (a) SOCT, DMFE_, 70 °C, 4 & (b) CHNHNH, CH,O, 0°C, 1k, 79-91% (global el & b)) () Ar—CHIOL BeOM,

HOL o, 15 h, K2-90%; (d) KOH, MeOH/HO 0 G § b, 9%,

B i sy B D ol ey L el Cheaen W00 W0 002K
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mﬂpmumhrmmﬂ:ﬂi&zﬁl Scheme 6%

wnfgumtion of bioadive N-acyhydruone dalative.

The hewrocyclc com 19-21 were obtaned
deplcted in Schemies 47 The quinmoline dedvaive 19 was
Scheme 57

a
oL =
- (:fx
n 3

m

M esction comditions: (a) Kool dine sceta te, Er(VH, macrowire, 190
“C, 40 win, 99 (b) POCL, 110 °C, 2 LI&E:}CH,NIHH._.
m-uu,n'c.n.mjm k- i thewvden taldebry de, FROH,
HOl o, LSk, 01N

wynthesized starting from the cydizgtion of anthranilic sad 22
with formamidine scatate under micowses, followal by a
chlorination reaction with phosphorus oxycMoride yieldng the
#chomqummlne 21 Hydonols of 23 with 3 dileted
soltion of N-methylhydrazine st 0 “C, as previously
described ™ afbrded the compound 24, which was mb
sequently condensed with 34 -dimethosbynsddehyde In
ahanal ad gave the desred quinaoline 19 with 2 21%
yield The presence of anly ane imino hydrogen sgnal 2 4792
it 'H KMR spectrom sopported the fomation of the single
(E ) esmmer
ion of the indsale 2% with lodine in of
pwmwummmnmmu
which was reacied with 34-dma hoayphanylbor
onle sdd under mioowaves, n & Swrald cos-coupling rmadion
wsing tetrakis palladivm = 2 ctadyst (Scheme 6). A
tive acylation of 17 was with bensoyl
hnldhe-iuun o the desred indasobyl

The hmnlu-.ﬂ -degepun.1-0ne deivative 11 was obtained

= described in Scheme 7. The Ltrimathylubnylethynyl
hnnltllulnl to 4 previousy pubbhed
procedure, ™ m a crome-coupling rection
with 4bromo-1.2- di—ﬂlur"bqnltlt asing bis-
mwwuwmmu an a catalyst

88

“Reagents and condiione () &, KOH, DMF, 1 & B9 (b)) 14

ik thopphr seplbeoroms s, PP ) NaC00, DMEHA), o
waws. 155 "C. W0 min, £4%; (<) bensopl chiloride, pymdine, 8 ke 74N

ﬂ_.: ey
e

"Hesgmts and comditione (2] A-boomo 13- dimeth seybemsans,
PACL{PPR,), PPh, Cul, piperidine, KO, THF/MeOH (7/1), 10
"GOl b BN (B) THA et 08 b 91% (o) NHMNH O o
CHNHNH, s-BuDH, %0 °C, § kb % aad O

asaay & 1 g CAMP. The results sre sommarissd in Tables |
and 2
The monmethylted NAH compounds Sa-g md Ta~h
whowad almost no inhibition of PDE4 catalytic activity (s >
10 @M) (Tables I and 2} , Nemethylation of these
compounds iekling the N-methyl-NAH series & and 8 haa led
o quite different resslis Among these N methyl-NAH
derivatives, the FDE4 inhibitory adtivity was strongly
madulated by wbstituent efocts @ both Ar and Ar. SAR
amabis sk alowed w te madh 3 number of other comments:
() Wihin the & seves (Ar, = A+-dmetho-
Mlh-mwﬂmwmm wa
mother 34-dmethoryphanyl group (6b, Kg = 03 xM),
wheres all the othe dedvatives (fa, Sc-6e) wew
nactive. Only the pan-methory dertvative fe showed
wene inhihitory actwity with an 10 closs Lo 10 gkt
When the compound 8 & comsidered, the second series
o Nomethyl NAH wai the moal prombisg sd ibowed
cwompoands with ICy's ranging Fom 50 1o 290 oM.
wmm“uhnglwd

d the r.l'ltir.ll: plqr-d b;r the 34

i gy W] o R iy ) W (e, DAY RN DED . T
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Table L PDES Inhibition of NAH Derivatives from Seories 5
and &

o h
Sat imeciy

ID**JD J’Jj e
O

T&Lmnlﬂiﬂ-dmﬂmm:-hT

Th iRt

llm B (RaChy
PO [l 2]

gl W ", O T ) ewd BB R R Nme K BM)
e - relpram w0
Sa H H H £t | £ k] H " " 1] 134 @
ih 1 oy o, Wt 0 ™ H OCH O ] 1na P
S H oCH,0 [T L I k. H cl H H LY &
sd H a H T : £ H OCH;, H H L g ¢
se H o, H [y P E ] " oH H " vy P
st W o i L ' a H " us ¢
£ ] ] P L] [~ " H ] i [T
s (= TR " 2 ‘ - H, OCHL0 " - 1
ok H, oCH, OH, A i L H, O H H Lol ] 150
e o, oo LT i - oH, ocH, ™ W - s
nd OH, a H T £ e H, = OCH, H o 80
L o, ooy, n LY i - o N " OCH, wa ne
113 [= o H fad ] & L CH, OH ] H e L7
fig oM, n P - (=15 n “e F:

“Percmnt inhibition of PDBA sctivity sher incubstion with the target
s ii‘m-nnﬂﬂpﬂhrhl:'—m
by nemliws wgruios nd spresst the oy wise of Hew
e pmu eenents the exvpe smental emor i sppeoseately 16% 10, w-
mvt determined when % inhiuton was < 50% 2 10 bl

dimethoryphersd fragment when & was loated close o
the imine fundion (As,) and the Inporance of the N-
methylation of the NAH senew As demon
strated, the Nmethybtion of amide in NAH kads 10
conformaional changes that may markedly madify
plarmscolbgial behuson, ™ 25 dhown by our resuls.
(i} Within the same serie, the preence of a para-phenolic
OH group on An sighly ncmsed the potency (one
thind af onder), vislding 5 compeund g with

an ICg of 50 aM, whin comparal with fa
The two mod adive compounds i inkibiting PDE4 in
bovine aorts edtnct were 8d ;nd 8g Based on the edstence of
fiour woforma of PIVE4, that is, PTE4A, PDE4R, PDEAC, md
PDE4D, these two compounds wer ewmbued for thar
sleawity sgainat the human PDES wbtype. From the 10,
walues shown in Table 3, nether 8d nor 8g presented any

sgnificant selectivity profile, o particulas, PDE4SR/PDE4AD
profile. ’

ﬁuadn;mHnuhﬂi.'!ﬂEﬁmhummwhdm
J:ﬂopﬂl Although PDESB s lely

nlnl b the madulation ﬂrmmt:mu
soform and, 1o wme etent, the PDE4A hﬁrmmpmrl[
hph-dnhp-iﬂnr?lm pulmonay byper-
mactwity induced bry dlergens.” According to a recent revies by
Kodimethai,™ the PDE4C isoform i not found in
peo-mllammatory celk. Thus the incesed acivity of these
compounds agamar sultypes B and D, as observed with Bd and

m  chamaeristic for anti
B, imay tepresent an unjorta protile

O the ctbuer hand, PDES indibiton < undesmalle dfeas
wich & nmsss and vomiting, which strongly limit ther

89

“Prment inhibition of FIEA sctivity sfte [nosbation with the target
compound o & dnyg concentration of Hﬂhﬁlhwnm
by eesmdinesr reogression asd repesents the mean valor of dwee

ta; the o g dal evoor s spprosimately 155 10, wa
not determined whes % inbsiion was <H% at 10 uML

Table 1 PIVE4 Recombinant loform Inhibition (10, nM}

for Seleded Compounds Bd and Sg
gt PONML  FORME PORAC PDRMD
sdpram, 1) w1 i o su
" ) ) 504 ]
o th o i u

ﬂ'-q-.llh:pﬁnﬂ in ferrote, established av an appropriate

pmnh:ulﬁlaim:hmﬂhﬂahuh—m
potential of FDEA whibitors i nomvomiting

wch =
rodents.™* In the current study, we noted that ad
and Bg &d not reduce the duntion of anesthesia triggened by
the ne/letanine asoddion in &S] mice, different from

what wa observed following rolipram trestmient au shown in
Figare L These remlts confirm previous ndings ing out
thmrmﬁdhmum roligram in
this sstam™ and srongly w Fnhihduﬂ‘ﬂ-uﬂhiﬂ
agibydrmones, representad by A and Bg dhows much
promise for an ant-infammatory therapeotic applcation:
thew | eflecs on PDEAR and PDEAD ssocaed
with & lack of effect on sylzine nduond anesthesi, which s an
indctive of the low potential 10 tngger emesis.

Mm!ﬂmul!lﬁmhﬂuwm

tnwlved i wrow proceses,” the selective
inkilbation of POES s rant 1o cnsider when i
misimize pesible wde Thus we crviad ou i

g W 0 e by M (P XY, WO, - R
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Fopure 3, Filfect ool mebostaine oms b desonls trasan v of B ow &g | 0300
el g ), mliram {150 pmel kg ) or yelaeds (0% Tweea 80) an
the durstion of anethess inducrd by the comlsnation of rylusine (10
oy /by ) and ketymme [ W mgpily ) n AS) mee Vines

o wam o SEM o ot leant sin mice. *P < 005 compared with e
wrhicle growp.

T
s

profiling of &b and toward the PDE1-PDES
wolowms (Table 4). Data rewaled that all compounds displayed
a mimimal selectivity index i from 16 to 183-fold
alculated fram the highast 1C, found with the PFDEL, PDEL
mﬂ?m&ﬂ?ﬂhﬂﬂhmmhlﬁl
ablaned for the PDE4 moferm.

A lkeratme analyss deding with strucowal diversity of
known PDE inhibbors dhowed thal sevenl chises powssed
the 34 dmethosyphenyl fagment in their structure, whidh was
aho msocuted with moderste PDE4/PDE} selectiviny.
Contralling the selectnaty toward PDES was gemerally found
o be the mest challengmg but may be sgniicantly inaemsed by
wnall subdiwent effects i shown in our soies of NAH, when
Ba and Bb or Bg are compared Intesestingly, cnpoond 8d
(Ary = 4 MeO-Ph) was active wward both the PDES and PDES
with ICo'% dose to 100 oML

THF-a Inhibition. Among the growing bet of pre
mflammatory medistors known to be involved in pathologies
such ae wrthritie,* AIDS, and athma, tumor nociosls fictora
(THEa) mpheafgﬂi:l.hpﬂhn:einhkhﬁnndtﬂu
] arima o £ promobon of aptiking wcrdion from
a wriety of cells” TN F-xis manly produced by cells of the
monocyte/macrphage lineage POES inlebitors haw been
shown to whibe lipopolysacchaide (LPSHndoed TNFa

production in menpcytes™ In addition, the aschetypal selective
PDE4 whibtor wlipam and other PDE4 mhibtors digiley
inhibitory effects on LPSindoced THF-a releass in human
whole Moed

We wlected compounds 6b and 8a—g o further evauate
ther n wfro ant-mllsnmstory sctivites by eaminiag the
wppression of TNFa release by popolyccharide (LPS)-
adiwated paiphen! blood monomdes cell from bealthy
donom (Table 3). These compounds didted strong inlsbition
of TNFr relese with EC.s mngng from 052 (8g) w LTS
M (Ral

Table 5. Suppression of THNF-a Release by LIS for Selected
Compounds

compd & imhibrae of THFa ot 10 gl BCy' fuM)
RS an

e = Li8 £ Q10
. "l L7 & Al
e 0 255 G0
™ i Ly Al

wd u 148 & @
i Wi L e dld
o w0 19 % a4
™ u Ak e did

“The EC o wan caloulsted by linesr rgrevsion | commeletion coefcient «
= @93} md repeesents the mesn wioe of three mescremesss; the
e pminentd evor i spprosimately 15%

The compound 8g ha been identifed = mom potent in
inhibiting both PDE4 xctivity snd the TNFa mluse. No
corredation was found between PDEY inhibiton and TNFa
inlibition for compounds b and 8a—C Although 8d =d Sg
duplayed simiar potency in mhibting PDEAD, with IC.s of
53 and 47 oM, respectively, Rg was almost 3iok] more potent
thun Bd in inhibsting THNF production Thess findmgs may be
attributed 10 the dfferenoes in the physioodvemial propeties
batween these compounds, soch 35 cel permeshiley or watsr
solulaliy, or they may suggest that sccwmalation of CAND is an
imporant mechansm in decreasmg TNF-or seceetion but &
cortainly not the only one. In panticoler, the kinome offen
sigraling pathsesys in clh

It is noteworthy that many protes kinsse nhibitors acting =
ATP competitors may present strong pharmacophornc
similarties with PDE4 inhibitors, in paticular an H-bond

Table 4. Selectivity Profile of NAH Derivatives &b and Ba—g againgt PDF Sultypes
= mbbition® at 10 M or BC"

@ T s T M
= o T 198 M
- o i 19 4%

= 11w M &7 b
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= T i 45 g
o Iow bl 1 s
x5 263% N M
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e 151 o
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ot s appreciietdy 1%

e W L e O Wy | el e (I (XK KT - KKK

90



Journal of Medicinal Chemistry | Acie |

Table 6. Effect of 1 Single Oral Administration of Either 45 gmol/kg Rolipram (10 mg /kg) or Selected Compounds ( 100 gmal/
kg, 30-35 mg/ kg, Oral) on the LPS-dnduced Generstion of TNF and 116 in the Lung Tissue 18 h Postchalleng (in Viw)

LT Tregmr THR" (pg'mgl el %) o i ppimg) i

ine webuce 5+ 14 5+ LY

14 the s 178 & L8 i g w®
+ ralgrE [P ey L Sz 1 w“
Y 63 & 0¥ T ST A
+8a 1L & L& ar LI 4 LY &
v ik 14 %L (] T [+
+ 8 MY+ L& L0 MW AT w
v B [T Fery L1} TS &y "
+ B 1 4L 75 i ar L
- ul i s 0 [ 194 LY L
v By 18 & 14 1% Mg LT 3

*Valoes reprevent the mean + SEM fom 2t ko four amimale LPS (3 pe/25 gl ) wes sdesnmtered mevamaaly. *F < 005 compered with nsfine-
aimnlate] sod ssbne trested mice. P « 08 cmpared with L% stimolind md wlee tretol me

Table 7. Effect of 4 Single Oral Administration of Either 45 pmol/ kg Rolipram (10 mg g} or Selected NAH Dertvatives (100
pmol kg, 30-35 mgly, Orad) on LPS-Induced Acomnulstion of Total Lenkocytes md Neatrophils in the Bronchoalvenlr
Space 18 b Postchallenge

Ewmdus Trammant kel Eralimcytes™ {H0 AL induiution | %) mrstophla® (4407 /AL mhibion | &)

e ek CT T ] ETEST

s bl ams g s asn g w7
r rimmm TEES Ty ] i & 0 m
+ - ELY g WO e I gAT w
+ 17T £ s ] 153 = a5 &
v i e g Y a 1M & 2a° e
+ e 199 = WA & il 4 W [
" ] ki g AT [1] 1dd g 79 3
e 1T 5 s ™ L TS ™
] $add 2 IAY ] W s 114 (1]
+ g LY '3 & W2 & N -

“Vahses pepreveint the mesn + SEM from o least fve snimab *P < 004 compared with sline-stimaled o caline tres ied mice. LPS (23 ug /2%
) wm abeiniterod intiasidly, P o 005 compated with LPS-stimalated snd sl tivated mice

xceptor—donar systan (NAH) sarrounded by aromafic and §b) are more effective than rolipram and as dfective =
goups (Ar, and Ar ). This comment sopports the bypothesks cllomiluat in the im rire stting We dso found that compounds
that some of our compounds may act & mudtitanget drugs. Ra o K —f provided protective effects comparable 1o those of
In ¥ivo Pulmonary Hyper resctivity Asays Compomds rolipram, wheeas &g falled o prevent TNFa and L4
presanting the mod Geonble phamaologicd s vitm proflle podution in the lung thsue. Ths fnding dffen from that

were then investigated in moo. A murine model of acote hung obtuned & riro by msing the PEMC system, in which Bg was
mllpnmston md sresy hypermponsiwenes ws wal w0 the ot potent mmpownd (Table 5). The Lk of in ww
ondodt 2 pimay scresning of the oral sctivity of the selacted atwity of Sg, despite the marked PDE4 inhibitory capaaty and
mﬁlnnﬁmm.ﬁunhm&pﬂ-ﬂm anth TNF-or polency (ICg = 50 aM and BCg = 530 nbM,
were challenged intranaeally with LPS {25 pg/25 gl ) and were respectively; Tables I and Si,ullh*dwnﬂq'ml:llml:d
gven 100 pmol/kg ( 3035 mg/ig) of compounds 6b and Ba- prepaties, inckding ol pamedilty and water wlubiity of
g by gwge 1 h befom provocation, The refemencr compound this compound Farther imvestigation in this ares is ngoing.
mlipram (10 mg/kg), clomilise (3 mg/kg), and the vehide Intranssal sdministrtion of LPS indices strong lung
(0.2% Tween-80 ) were abo teuted under the mme condition. infammation, with macophage activation and recutment of
As expectsd from pravious ndmgs™ rolipram inhibited LPS mnlh&llthwdﬂlﬂmnfm_‘"
ndocad THNF-and IL-6 podudon n lung tiesae by 69% and As shown in Tablke 7, LPS stimdation led to a significant
%, respectively, wheres 6b nhibited these ortolines by ™4% sccumulation of lmkootes i the bondodwols space,
v 65%, mepectively (Table &) Moreover, cilomilat shmost charxiensed predomnantly by newrophll ifikation (F™%).
sholished TNF-r and IL-6 genemtion (84% and 100% Monomuckar <ells and sosinophils wez alko present bat in
mhibition, respecivelyy Table 51, see Sopporting Information ). lower proportions (8% and 9%, reqpectively; dala not shown).
Concerning the tested compounds, higher inhibitory potency Significant nentrophil infikmtion of the lmgy of AS] mice
it exhibited by compounds B snd &b for both TNF - ( 100% Iuhmr_! LPS stimolation he been docomented in paor
mnd BFE) and L6 (9% and BO%), respectively (Table &) This msuk bs abo consistent with fdngs in othe
Since it is not fesible to nomase the mlipam dosing n AJ) mmmini”’" indhl:ﬁﬂqﬂ:l-..lrl:hd ram,
mice withouwt indocng wignificat towc dfeds, our fndings rabbits, h’.u PI’.‘ ﬂ'lﬂip, and pomates.” Lung
mgpest that the selected N-methyl-NAH derivabives (6b, B, neutrophiba induced by LPS & asocuted with the upregubition

H i iy b G B W why o W (e LOE DVE 00 . EED

91



Journal of Medicinal Chemistry [ Arice |

Tablke 8 Effect of a Single Oral Administmation of Either 45 pmol/ kg Rolipram (10 mg/kg) or Selected NAH Derivatives (100
pimod kg, 30-35 mg/ky, Oral) on LPS-Evoked Alrway Hyperreactivity (Changes in Lung Resistance and Lung Flistance) |8h
Postchallenge Following Provocation with Inceasing Aerosolized Concentrations of Methacholine (0, 2, 9, and 17 mg/mL)

stmaks frezment resitance” (AT =) mhition (%) ehstancd® (AU i) infuhition (%)

abne vehsds Tl £ X0 QETE + 1150

Lrs wohide eaah 4 ann® 277 4 et
+ relipmam 2080 4 2 -3 0HE + 2125 a6
+ 6 IS + 8T az 13101 + 24797 =]
+ R AI5T & 35K 58 17410 = 1197 51
+ Hh A3LR &+ Y &6 15576 = & b
+ 8z A0S & TR A3 14189 = 1605 T
+ 44 EIEE N 1 15755 + 288X 62
+ 8 191+ 08 il 14704 + TRES e
+ H Al64 + 3280 1 15240 + 19417 o
+ 8g JIL] % 348" 34 15863 + J70° 1]

“wales are shown a5 area Lndﬂ'ﬂu::m'\:bmnndmlhmmﬁﬂhnm with & emsolizged methacholins, mtmmgmmmr%hmlﬂn
AT mg/ml (AUC, ), capturing bur] g nesivtince and elastance Values tepresent the men + SEM fom at lest foor animals LPS (25 pgi25
Bl } vees ad i nistered intramaslhye bp s compared with alinestimulited and sline-trated mice. “P < (005 compared with LPS-simulated and
saline-Teated mice

of vascular cell adhesion molemles and increased discharge of adtivity by N-methylNAH compounds and to imvestigate the
nentrephilic ganules. This system has been vzed to stody pharmacophoric role of the 34-dimethouyphenyl group
intervention rategies for several pathologies indudng sepsi connected o the imne fundion This sudy wis performed
acute lung m};-;bh acute espiratory distress syndrome; asthra with compmnd 8a, becanse it doss not have substiuents on
and COPD.™* In the present sudy, we showed that 19 mg/ the pheny ring linked to the smide fncion and it shows no
kg mlpram cmsed a inhibldon of 70% In LPS-indoced significamr difference in s 1T compared with the ather
neutrophilis (Table 7) and ako reduced mononuclear anc compounds {higher than 1 or 2 orders of magnitude). Only E-
eosinophil mumbers (data not shown). In another et of izomers were evaluted in thé stady becuse of the

axperiments, 3 mgllg clomilast lad to a 13% blodode of the experimentd evdence of the conbgumton of the substitucnts
LPS-ivduced neutrophil infltration into the arway space on the imine group.
(Table 51, see Supperting Infonmation). The maimum Molecwler Docking. The binding interactions were

nhibiion of LPS-indoced neatrophilia by rolipram was simila decermined by docking the J:hE:I.Lc-n. in the actve site The
to that abserved with other highly potert PDE4 inhibitors such FlexX molecnlar doding program intafaced with Sylwl 7.3
a SK256066 and roflumiast in LP® models of lung (triposcom) on a Lina Red Hat w5 workstation was employed

inflavmation *** Simiae 10 rolipram, 6b and Sa-g signifi to find possble interactions of N-methel MAH inhibitors ind
cantly inhibited (50=77%) LP%induced lung neutrophilia the PDE4 ative site. FlexX is an antomated dodking program
Some of these compourds, 8a, 84 and Se inhibited the tota baed on incremental comstraction that accouns for ligand
leukocyte and nentrophl infiltration to a greater degree thar flesibility by changing the conformatiors of the ligand in the
the rderence wmpounds ralipran (Table 7) and alomilast adive site while making the protein rigid.
(Tabl: 81, see Supporting Information ). The orystal structure of sardaverine boond to human PDE4D
Bronchial hyperreactivity, defined as increased airway was used (PDB IO code INOR; resclution 154 A)* The
reaponsiveness o nﬂn*e-:i.Ec brcndheconsrictor agents, is 2 choise of this PIVEAD was based on the diredt comelation of its
pivotd charaderistic of asthrma and a well-estzhlished marker o cocrystallized compoond (zarcaverine) and oor MAH saries,

the severity of this disase Adminstrmton of LPS into the ard the highly comserad amiro add sequence o both FINE4
Juimm:,u; af mice laade tn p:ﬂ}r hrmﬂ'mrlﬂmmary h:.-ppn- ganes I:H and I'HI A]ﬂﬁn1g}1 tha mmpmm’rx b hoon tadad
reactivity, which is independent of both TRF-a synthesis and on bovine smooth nusde PDE4, the high homology among
nentrophil infiltration into murire hmgs.a To exmine the POE4s in mammals induding PDE4A, B, C, D) genes led wi to
offect of &b and Ba—-yg an LPS-induced airway hypereactivity, expect similir results for human PDE4, which was confirmed in
we measured airway resstance ard eastance in anesthetizec the current study. Amber F99 chages™ and hydrogen atoms
and mechanicaly ventilated mice using the invasive whole-body were assigned in the Biopolymer module avallable in Sybyl 7.3,
plethyamograpay technique. Provoction with asrosolizec The active site was defined at approdmately 80 A from the
methzcholing of mice sabjected o LPS-irtranasal instillatior cocrystallized ligand, rardaverine, and core was taken to aover
dearly upregulited lung baseline levels of airway msittance anc the importaat residues G369 and Phel72 and dso the 2o
elastance, and these changes were clearly sensitive to cdlomilas and Mg"* metal ions. The defiult FlexX scoring function was
(100-93% inhibition) and rolipram (95-9%% inhiblion ), as used to rank order the docked conformetonal groups, and the
ghown In Tabe 51 (Supporting Information) and Table & best-docked result for each groop was then nsed to analyze the
respectively. Compoonnd 6b was shown to hs dmost s effective birding interactions.

as the refernzes in prventing LPE indveed abtrway hyper Melaculor Conformation Conciderations. The 30 best
reactidty; all selected compounds, induding 8g showec rarked poses observed for 8a and PDE4 presentec score values
signifcant inhihition of this parmeter. rarging from =244 to <1990 kl/mol and siowed scme

Mrolecular Mndﬂl.ﬂg. Maolambir mocsling etidios wers gimilarities m the confomational divercity Thig, they haow

armried oot to eamine tie molecular basis of PDE4 inhibitory been split into three major groups of onformers (Flgore 3),
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Figere ). Groape of confneseny obtsmed thrsugh vinsl salyss fom the sedeculsr docking study

and their best energies for each group md for mandaverine are
depicted in Table 9. There wae ooy wmll free energy

Tablke 9. FleaX Scores for Growps 13 on PINE4D}

prs— [ g— Tou” (a0}
ETET Ce = - A4 -
[ P -y T (™
s g 3) 4 o
s (o i) -3 i

FlaX scor in Wimol *The IC, we clcdsnd by sonlnesr

regmesiion amd reprseils the mean vlee of terer e posdent
it itients. The riperimentad sinst 8 spproimaely 15%

diffirences obwerved ynong the thee groups of confrmaons,
and thery was no drect carrelation between potency and FleaX
mubtln&l:lmndmguﬂln.mﬂnhnilhlmm
coud be erduded

The frst goup prsented the methyl bridged w the amide
hmation in 3 gaperplmar podtion rebted to the cabonyl
ouygen and the methylidene of the mine. In the scond group,
the methyl was in 2 superglonsr posstion with repea to
arygen and in = imbperiplang poaition o the mine
medvylidene. In the third group, the matbyl wis antiperipls nar
o the methyl and snpmipliser compared with methyhdene
(Figae §).

Analyis of the Binding Covity Access Binding cavity scorss
anadysin wias conducted 1o abserve the binding modes and 1o
cormlste them with ermyme inhibition,

Group | binds 1o the e yme snd block the entmnce of the
atlytic s, incloding the rogion where cahtic wamr
molacules snd metsl fons we locsted (Fgue 4). Judging
from vissal imspection of the ihibitor—PDE4 comples, the
Insestion of substinents in the smmatie cing linked to the
asbomyl grouy would not jeopadies the intersction of the N-
muethyl- NAH funciion with amnoe sdd reskluss in the sdive
site, thereby wppoting the inhibition profile of thew

Group 1 shows 3 binding posttion wound the atalytic ate
but withoot a complete bodage of the atalytc water
molaudes and metd lom (Figure 4), Newithelew, @ aald
be hypothesmed that this position would be dfedive in
lilecking cAMP entrance bécame this confommation & bully
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Figure 4. Hinding cavity of FDEAD with the docisd growps 1, 2, and
1 Driching stulios wore et forened by uaimg e progrem Fledl™

and the mterior of the binding site is closely sasocised with the

The snabyis of grogp 3 shows an excellent hypothetica
mtemdion with the bnding it of PDEL. Howeve, the
introduction becaae of the sromutic ring Inked 10 the carbonyl
would not be toleried becse they would lie in 3 aedclly
hndeed region, mawmlable for new sabatitsents (Figume 4.
Additionally, the anty orentation of the methyl group
related to the axygen cabonyl s nol considemd 1o be stable o
NmethylNAH compounds, = obserwed in X-ray crpstallog-
rapliy of methylied m-pm.lnh“"' Fisally, the awitpertplianar
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Hu-&[ﬁ]ﬂﬂqiﬁﬂﬁuﬂwlﬂ'urﬂnlhﬂ FDVEADD [bop | aned s oo prossition with war diver e (violet ] imide the catalytic sto
grp

(ethonem ) () Binsding intessctio ns

2ok M (ke | writhe PO EIY (b ) el s sasperposiion wish condes erime (v let) maide the catalptic ute
(bottom ). Decking sudiss were pediemed by miisg the program FieX ™

aimtstion & mom fworsble in compounds that presest
sondery sndde bonds, sich @ ebservad in NAH Sa—g and
Ta—I. However, thise compounds have not shown any
sgnlficant PDE4 inhibitlon Therefre we can condude tha
goup 3 compounds could not be raal.
Basis of the interactions of Conformers fram
Goups | and 2 with PDE4 Molcde docking dlowed w o
the binding imteraann of the confommer groups |
md 2 and of smidsverine and thelr seroundings by the amiso
awrid residues in the atltic s A 3D anabwsis shows tha
goup | conformens hove 3 sgnfiant upaingpoaibon with
sardaverine (Fipere SA ), in which the 3 4-dimethoryphemyl and
wyhydazone groups of growp | end radaverine occupy the
same space o the citalytic wte and are involved in the wme
type of interactions. Both ethar oxygen stoms of the 34
dmatbonyphenyl moisty of radwenne ad the group 1
conformers are invvolved in bfumsted hydmogen bonds 10 the
uda chain of Gln3&0 and pafomn = stacking with Thed7L
Addirionally, the curbonyl growp of Sa nterscts with 70" via o
water molecde, while mardewerine chdates the metal on
drectly (Figare SA).

Girowp 1 conformers nteract in the binding site of PDE4D in
2 simile nunner = the conformrs from I, dundeaind
by hydrogen bonding of the Hdm-mmﬂqlpnqnd
Ghnie9 nd saading with Phal72 (Fgue SB)L Howeves,
Afferent from groep |, proup I does not G the lsnding pocket
in the same as the acythydmaons chain of sardivedne
Imatead the N-methylNAH dian s onented to the entéron,
positioning the srematic ring knked to the aboml group 2
the entrance of the catalytic ste Thus, the corbonyl does not
iteract with the metal koo, which is mandstory for inhibitory
activity, and the somatic ring & locsled in a stenally open
wglon, which might be owuped by mlbst@ued somatc dogs
without interfering in the acwity profis

The rwo binding mods considensd so fa may e comelied
to the inhibitory sctivites wowand PDE4 m vdw (Table 9). As

obserwd by dodking studies dl porasubstituents n Ar, fll
tte & mgion witheu #ere hindane, where they anmal
pedorm aew interactions with the catalytic site (see A, para-
poution on Figwes 4 md 51 Perhaps the diffesences in
sdwitie foand between these compounds i dise o the et
ol solvation and desobeation or electronic effiects generated on
the cadonyl group, which i responulble for itemcion with
the water i the mglon of the metak. Apparently, donor groups
wuch a8 =0OH md ~OMe led to sn ncease in activity with
respect to -H, while C1 alightly reduced the actiwity.
Subatituents wrihe and mete-OMe in Ar, in tum, could fnd
regions with slightly more steric hindnnoe, a5 & viible in
Figres 4 mnd 5 and sho could resull n neortentation of the
sromatic ring, which dighty reduces ity activity but does mot
pemeptibly changed the theomtical results In fxct, the bindng
mide evalmtion of other compounds in the seres with umila
inkibition profiles he dhown smibe doding poses {dats in

g U doamnation )
m#mwy Restricied NAHE ond Their
harmoclogical Evaluation. Reed on the moleaila dockng
m.:h:ail-. two possible nteractions with the catshtic dte
weire propesed (Figae 5). There ae two possible Boactive
confommations, = pevicsdy decrbed by ow Fw]l." We
bave daigned = el of four differest NAH tracturally rdated
compounds to wlidae the theoretical nesuks and propose new
scaffalds e PDEA| activity (Figpees 6 and T)

Aa llwtrated mn Figure &, the semifolded conformation from
group | provided the quinsoline 19 by bridging the carboeryl
axygen anto the sthe pasition of the bereamide (mode ) and
the imdaole M resulied from the Doorporation of the
hydemsine il a pyracle ring sysiem (mode b), Conversdy,
baasse of the folded confommation from goap L the 13
baradusepinomes 1 and 3 wes designed by badging the
iming cabon onto the arthe position of benramide theough
metiwlere group (mode c) (Figure 7).
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The confoemationally regscted compounds ( 19-12) were
saxvened fon their FDEH aamity, s previoudy describal The

msults are shown in Table 10 and mved tha ouly the
quinasebne 19 (10, = 190 aM ) was s potent a3 the prototype
Ba (ICy = 140 nM), soggesting that group 1 could

the actual losctiv conformation. The kwest aativity fbr 20

Table 10, FDE4 and THFa Inkibition of SMAH-Mimetic
Wm

uq-ll- W 'lﬁ T™R.aBC," (]

174 g0
]'! LTl (3] LW =01™
10 LiF] il i
1 1] 53 izt 10 phd
E] A 5 A0 10

FPercemt inhibition of the PI4 sctivity o

torget compoesd o 3 dmy concentraton of 10 @M [..al.
E‘mnﬂﬂh-&-n’—h-dqﬁ--ﬁhm
walne of thres mesoremen by the srperimenss] e b spprem b=l

(I = 41 pM), which was abo deigned from group |, could
be mtdbuted 1o seric hindmncs inmdocd by the indssals
ring in the catabytic site

Becyme of the wmilie in wive plamumbgial prafle
between Ba and 19, we invetigated the in wio pharmscologics
profik for this sew quinsdine dedvative (Table 11 sd Figum
B As shown in Table 11, 1PS snmdation of AJ] imice yiekded
asgnificant (ncmase in Lold leucocyte number etocted in BAL
fluid mmples 18 h postchallenge This devation wes mared by
a significent incmase In the numba of newmphibk. Thee
changem were dearly sensitive to troatment with 19 (100 pmal /
k). Howevee B inbibited the lnoese in numbes of total
levkocyte and neutrophil by 62% and 67%, , while
I?mhmmwm-ﬂﬂﬂkmﬁ
A%, respectively. Additiondly, LIS incesed the TNF-a and
1L levels approximately 4old, 18 b after chalenge. and this
increme win (nbibited by treatment with 19 by T0% and Bé%,
respectively. This mhibition wx smile to the resporse
olmerwd with 82 watment (Talde &),

LPS emcerbated aireay resstance and elwtamce lung
resporne o inhded mabachoboe (3-27 mg/ml) campaed
with control mice challenged with asline (Figuse AAB,
respectively). Figuwe 8§ abo shows that tresment with 19
inkibited srway tesistance and elostance in micr subdectad to
LPS challenge by £2% and &%, respeawely (AUC), whils
twatment with 84 whilited by 56% and 9%, mepecively
(AUC) These resshs sugget that moleculsr restriction
podormed in 19 @n sorve a5 & tool for farther developmment
of mew PIVE4 imhibitors with relevant in wwo sctivities.

B CONCLUSION

This study desorbed 3 nowel plusmacological peofile for N-
mathyl NAH derivatives. When this important chematype wa
Hanked by two substitated sromatic ring systems (Ar, and Arg),
it prowided a4 newel sedes of PDE inkabsitor. T'he selectivity for
different PDE woforms was deven by the following specific
subssitient effects; (i) The N-metlwldlon sod whstitution at
Ap, was cotical In particuley, the prasie of methowy proups
in bath meta and pars positions odented the selective inhibinon
toward PDE4 {submicromolar), (U) Sabstmution at Ar
increased owerd PDE4 (eg. compound Sg),
incremed the selectinty pmfile wwand other woer ymes (&g,
compound 8b), or completely reoriented the sledivity profile
to other PDE sublypes (e g, compound Bd). The SAR andyei
highlighted the most effetive compounds, which dsphyed
both in mirg and o s @t TNFa proparties

Basod an both the conform ational snadyss of N-moethyl- NAH
desvatives and the 3D malecolir doding dudes dewing the
pmﬂﬂﬂﬂhﬂﬂruthmﬂﬁrd
PDEL novel betesocydic NAH-mimetic ¢
dosgnad synthestad, and veawd in wiro. The qmmlhmt
denwative ( 19) appesed 3 2 confomationally sstricsd NAH
onienetic, showing similar effects of both PDE4 inhikstion and
anti- TNF-a propertis, when compared with the corresponding
frew rottmg NAH derivatwe fa

O wentking hypothess was wery efficent bacause it stamed
with rapid ldentification of 3 valoahle hit (Ba) orginsted lom o
vematile chemical libary {NAHs), followed by rational design
of a nowel dss of heterocyclic NAH-mimetics (19 o
representative) with patent kn vitro and presentiog ol adivity,
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Vs vt 4-chiew ol debople, 51 3 prwder with mp 19— 196 °C'H
NME, (200 MHy, DMSO-L) § 1176 (1, 1H), 545 (s 1H), 774 (d
2H, | =i Ha), 759749 (m, 4), 708 (d 1M, [ = 0.4 He), 184 (s,
6H). “C NMR (50 MHe DMSO.L) & 1626, 1518, MEA, 1459,
1M, INA, D209, 109, LKA 1254, 1200, 1100, e DL (KB )
3442, TIT), UGN, 1599, 1269, W06, MS mis [MC] 520 (M, 1%), 318
(N, %), N (22%), 168 [100%), 19 (4%), 137 (34%). And Calad
B O H, (N0, C, 6039 H, 474 N, £79 Feand: C, 6035 H
ATl N, L6,

[E}-K (4 Methovybenzylidenz)-3 4-dimethorybenrohydnorids
5l The title compouncd sas obtained in 7% yekl by condening
Tha with §-methorybenrabiehyde, a3 powds with mp 173174 "C
HONMR (200 MM DMSO-E) & LSS (s 1H), 54D (s, LH), 767
(L 2H J = K3 He=), 755 (4 1M, [= L0 Hi), 749 (4 1H), 7310-7.00
s, V), DAY, ), A0 [ S T ML (50 M, DMSO,) &
188, WOE 1817, M4, 1473 188 1770, 1356, 1309, 1144,
1110, 54, 383, IR (KBe) 1248, 1647, 1609, 1254 1020, MS mix
[M] 3 (M7, 3w), 181 (32%), 165 (100%], 137 (5%), 133 ().
Asal. Calod b CoHEND C 6496 H, 477 K AL Found:
462 H AKL N, AR

(B} N 4 Hydroaybenzylidene)- 34 dimethosybenaohydrazide
(80, The vtk compound wa stalied in #3% pekl, by condesing
1ha with with mp 125227 “C

4 hrwchroory bemo sl defpeds.

L MR 200 M DINSO.) 8 umE-, o0 (1M, 606 [,
IH), 756 [ ZH, | =05 Ha), 754799 (m 3H ), 707 (A H, [ =85
Ha), 684 [d 2H, | = 85 Ha) L3 (o, 3. '%C NME (30 MHe
DMSO) & 164, 1594, 1516, 1484 1477, 136N, 1257, 1255,
PELG, DUAN, DRL0, 887, 58 I { KD 0270, VINY, 1647, 160N, 1271,
HRE ME miz [M™] (MO-CH, deiwtiation) T8 (MC, 5%), 195
(%), 168 (loos], 137 (#%), 113 ("W). And Cakd for
CuH N Op € 6390 H, 55, N 3. Foend: €, 6318y H, 541,

LIS

-3 4 Dirmet -N A 2-met] dazo] 1,2-af >3-yl
n-ﬁyw e (Sgl title ooyl - obtaied
i T yield, by Ih-ﬂ:!r-u*lni.hn }FF'.'*
Mg arbakla hrpde, s 4 with mp 2W-204 “C "M NMR (200

M, DRGO-L) & 1078 (, 1H), 952 (4 1H, | = 67 Ha), 883 (o,
1H), 770747 (m, 4H), 723 (o m.;.umhvm (d THL J = 0
Ha), 184 (x 3H), 283 (&, JHL 250 (5, 34} "C NMR (%0 MHe,
DMSOL) & 160, 1507, 1484, 1470 f480, 194, D60, 1274
124, 1204 1159, 1154 1140, 1100 1008, S57, 100 B (M)
30, DY, A0, 11, 1267, W26 MS mde [M™] 338 (MC, 380, 100
(28m), 188 (loDw), 187 (W), 137 (&w) And Calkd foe
CoH M0, T, 6289 H 536 N, 1656, Feund: C, 6578, H, 539,
LRTiTe
{E}-N {1 4-Dimahanybmnfcene berrohydmade (Tal. The fitle
comipound was obtamned i 71% yied by condming 11 with 14
, a8 3 powder with mp 171-172 "C. 'H NMRE
(20 R, DORSO-L) & 107N (x VHE 87 {u, 1FD, 790 (4L 2H, | =
&7 Hel, 7.59-748 (m 3H), 7% (& 1H), 720 (4 1H, | = £2 H)
TR (4 UM, [ = 0.3 Ha), L8 (o 6H )L C NSIR (50 MH, DMSO-L)
£ 1632 1509 1492 1482 1336 T4 1266, E277, 1271, 1220,
TRL6, DY, 46 D (MBw) XRS, 1848, 999, 1267, 1026 MS m/s
[8] 284 (MC, 4% 163 (5%), 121 (%%, 105 (100% | Anad. Calcd
o M NGO C 87 5% M, 867 N, RS Feund: C, 6741 H, L6,
N 9

EM-N 3, jberuroidl] 1, Bidiomie S-carbo-
hydmade (Mb) The ompoutid wa cltslned in K% ped by
somcdonmmy 114 with Vi-dine thovpbensalisbyde. & & powder with
e E2- LR C 'HONME (200 MEe DMSO-L) S 1185 (o 1ML
B3 (WIH), 748 (4 TH, [ = 8.2 Ha), 741 [, 2H), 717 (L 1H, J =83
Ha), 70469 (m, IH), 409 (& 2H), 179 (s, 6H). "'C NMR (%0
My, DMSD-L) & 1628, 1500, 1585, WE, AL 1477, 1274,
12, 1200, 1204, 10T, JORA L0A4, LOPA, 1011, 349 WE IR
(KBe) X0, 1851, 1599 1267, WM, M5 mz [M°] D8 (M5, L
168 (2%, 48N (15W), 149 (D0OWL 131 (19%) And Caled fw
CpH o N00 C 821 H 491 N, K51 Fomd: C, 6115 H, 494 N,
AL

(Et-4-Chipro-N' {3 4-dimethonybereyiidensbeumhycanide (Tl
The tithe compound was sbtaned in T3% yuld by condenang §1d

with L 4-dimme thoayben rabdebyde. o o with mp L8180 "C.
"H NMR (200 MHs, DMSO L) § 1136 (s, 1H), 636 (& 1H), 7.9
fd 284 J= 5.4 Hia), 749 (A 2H | = 8.4 Ha), 77 (& 1H), 720 (d, 1H,
J=02H), 70 (d 1H, | = K2 Ha), 180 (s 6H). °C NMR (90
M, DMSO-L) & 1611, 1508 1483 1405 1066, 1001, 19,
1287, 1265, 1222, 11L& &4, 556 Ik (KB} 3423, 3226, 1640,
604 1369, 1004 MS wefs [M"] 320 (M, W), 318 (AT, F%) 163
(loow), 148 (20%), 19 (60%), 111 (22%). And Calad for
Cu, U0, C, 8029, H, 4T N L™ Poumd C, 8038 H
475 N ASL

{E}-N' {1 4 Dimethosy bensylidane) 4 -met hoxyberncah ydran'de
(7d}. The fithe coenpoond was obtzined in 72% yiekd by condensing
Ve wih A dunetharry bl debrpde, a5 with mp 16%= 170
SC'H NMR (200 MEe. DMSO-L) 5 116 (s, ), 538 (s H),
790 (d 3, | = K7 Ha), TAS (s, DHD, 708 (& 2M, | = B3 Ha), T.08
4, 2H, =87 Ha), 700 {4 3K, | =83 He), 320 (s, 9H). "'C NMR
(50 Mia, DMSOL) § 1624, 1819, 1308, 1990, MTA, 1304, 121,
1358, 1208 IIRE 1105 M2 354 IR (KHe) 344, 3225 1645,
1604 1283, 102L MS m/e [MC] 30 (MC S%) 160 (23w) 150
{25%) 135 (1009, 100 (%) Ansl Caled for CH,, N0 C 8498
H, 577 N, 891 Fownds C, #48% H 479 N, 877,

{E-N"A
Iﬁimmu—w—ﬂ—ﬂhthﬂhmhw
tih with 34 chimethorybe nradle byl 3 posder with mp 114-115
. 'H MR (300 Mis, DMSOL) 8 1183 (o bH), 1210 (s 1H),
B6 (x, THY, T80 (4 3, | =85 He), 732 (. IHL TI7{d 4, | =
B Ha), 700 (4 IH, | = 53 B, 68 (4 3, | = 84 Ha), 180 (s
BHYL UC NMR (50 M DMSOL) & 127, 1608, 1504 14901,
1470, 1294, 137, 1240, 1206 1158 1115 1082 S55 IR (KBi)
ATTL, M6, 1640, 180 L1361, 1016 MS m/z [M°] (NOCH,
dermstiation] 128 (W, TN], 1685 (15%), 1) (7%), 135 (100%),
107 (T%). Anal Calod fioe CoH N0 C 8199 H, 537, N, 220
Fousd C, 6173 H 533 N R12

(E-N" {14~ J-methplimidarm(i 2-a)-
pyidingI-<arbohpdrande (Thi. The titke compomnd was obtamed
TN piekd, by condenuing 11 with 14 dimethorybensskdehybe. 14 o
powder with mp 23225 “C. "H NMR (200 Mz, DMSO-4) &
BLAT (s TH), RS (4 VAL J = B3 Had, 825 [x 1H), 760 (d, IH, | =
£5 He), 741 (& 1H jux = 7.1 Hy, fle= £5 Ha), 728 (s 1H), 718
(i VEL [ w 03 M), 7078099 (m, 2H), 886 (L 1M [ = 85 Hal 100
{x, 3H), 177 (3 3H), 237 (s 3H). "'C NMR (50 MH= DMSO-L )5
507, 1D, 1483, AL K7L 139 I2ES 1MA 1162 Q15D
T30, 1115 1082 556 157 IR (KBr) 3250, 1634, 1601, 1260, 126G
ME ms (Noomethyl deriation) [M7] 12 (87, TR, 109 (1 WD
(%), 155 (100%), 11 (18] Amsd Caled fior C g HNOy C, 630%
M, A0 M 1A% Feaml t.'.ilﬂ;l‘l.l.hﬂ R4l

Generd Procedurs for Sdatie Nebsthypiotion of So—= and 7o—
f [Compoundh Ge & ond 8- ). The oo mmpoding N scdhnl sone
depumtive (LD meed) snd pu_._nrla—-h (10 mmol) wer

mﬂih&iﬂ.iu“m .a?r
iﬁ-ﬂqﬁjﬂﬁ.-& A0 sl
ﬂnﬂdﬁhﬂmhﬂlh'ﬁ'#“‘u#

ﬂlﬂ‘iuuhmﬁuduﬂ wnder teduced
the J volis] wan dod i 2 ml. ol othanal and then
Fﬂ“ﬂﬂmaﬂﬂﬂd*m
Puriication was schivend by simple Gltrstion, wading of the cude
materisl (water petrolem ether |, and deying nbee reded prewie
tor s the drired N emethyl NAH Srvivatives fa—v and Ra—{
{E)N -Berzybdene § 4-dermethony N -me tpiberuh pd o de
The tithe compound was obtsined in ™% ydd, by Nallvbéon of 52
witth susthivd iodide, o 3 poseder with g P9 100 “C. 'H NMR (20
M, CDCL) 8777 (x, 1H), 755 (d 2H, 1= 54 Ha), 747 (38, | =
5 Ha), 740-703 (m, 4H), 708 (4 2H | = L4 Ha), 198 (& M),
193 (s, B), 157 (s L UC NMR (50 MHa, CDCI,) & 1704,
LSLL, 14T, 1360 1354 1297 1288, 1ETN, 1270, LM, 1009
098 Sl 292 IR (KHr) 2960, 2900 1645 LEDL. 1261, MO24. M5
wiz (] 298 (M7, ), 195 (30%), 183 (100% ), 157 (W) 103
(8%). Anal Caled for C N0y C 8844 HL A0S N, 230 Found:
Gl H 6 M 921

L i iy WP b Ny | B s FILL TR OCD - D

96
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(E}-N 3, 4-dimethowy -M-ma hyiben-
Bl The tole compound was obtainal in 91% peld by
of Sb with methyl indide, 25 & poweder with mp 115116
. "M NMIR (200 MM, CDCL) 8 789 (s, IH], 704 (4 TH |} = 83
B}, 730 (u THL 715 (s 1H) 708 (4 1H, [= 83 Ha), 692-681
(=, 2H), 196-178 (m 12H) L84 (4 W) "C NMR (50 MH.
CICL) 8 1700, 1509, 1504, 1495, 1478 1388 1IR3 129§ 134,
1307, 108, 1109, 1098 1002, S&1, S50 290 (R (KB 2958,
BN, A64T, 1499, 1369 1000 MS mfs [MC] B8 (M7 4], 195
(12%), 165 (1o0%), 183 (%) 137 (%), Amd Cakd b
I:.I-I,H,ﬂ“? O 667 H, 619 N, TA1 Foond: C, 1.5 M, £33
mﬂ'-fhumr'.ﬁmiﬂmm Jmml
methyberrohydronde 60 The tile composnd was obtsined
W ik, by Noliplation of Sc with metinl I-hh,-.rr-l-ﬂ
155190 “C "H NMR (200 MHz, CICL) 8 768 [y 1H), 744
IMH-MMI—— A0 Had TN (4, ML | = 20 Hel, 708 (s
1H), 699 (L 1H, [ = 86 Ha), 690 (d [H, | = 86 Hal, 679 (d 1H. |
® b Ha), 198 (x AHL 190 (5, YH), 349 (o ) “C NMKE (%0
Mz, CDCL ) 8 TR, 1510, 149.1, 1AS, 1473 1384, 1297, 1274,
L3, T2LN HOLA, 0% MOWA, 1047, 0004, A6, 32 I (KNe)
2956, 314, 1541, 1601, 1169, W29 MS miz [M7] 342 (M7, 38), 195
159 ), 165 (100%], 147 [13%), 16 (23% ), 127 (5%). Amal Caled e
Egi.ﬁ:ﬂ.;c.ﬂ.mumuut Femnad C, 629; HL 33, N,

P oy e Yobuprma =gy
Saikie (6 The s evpouad o = % yiid by N
alkplation of S with metbyl iodie, o 2 powdet with mp 109110 C
MR (300 M, CCT) #1076 (n, THD, 545 (s 1HD, 779 (4
I =81 Ha), 755749 (m AHL 708 (d 1H, =84 Ha) 184 s,
SH), O MM (5 MM CINL) & 1705 1503 MAR 1374, 1353,
1115, 1797, R4, 1271 a4, 1108 1099, 561, 27 1l (KBe)
TG0~ 200K 1660, 1601, 1269, 1008 MS s/s [MT] 10 (M7, W)
1T (T, ), 195 (6%, 165 (100%), 139 (M), 137 (13%] Aasd
Calod for Cy oMy N0y, O, 814 H, 315, N, 42 Found: C, 61,11,
H S5 N, E36

mhw#mw-wm
m”&ﬂﬂ-ﬂﬂm..m by M-
dkplation of Se with methyl odide. 3 3 powler with mp 7-58 "C.
HNME (200 M, (0L #7.72 (s TH), 749 (4 2H, |= 09 Ha),
TA5 (8L TH, Jus = K2 He, fim = 1.6 Ha), 700 (d TH [ = 16 Hal,
600 (4 1H f= 82 He), 686 (il 3 [ = 83 Hel 184 (o AH), 187
(s IHL 380 {u, XM}, 355 (o, IHL "C NMR (50 MHs CDO) &
1700, 1605, 1810, MWTH, 1MS 1287, 1378 12375, 1243 1140,
119, 100K, S84 555, 3.1, IR (KB 20823908, 1677, 1609, 1261,
TEL M5 s/e [MT] 338 (MC, Pu) 195 (20W) 16 (1@DW), 157
(5%), 130 (108 ). Amal. Caled r CHNOy C, 8504 H 834 N,
RS Feund: C, 8560 H, 636 N, K21

m#4ﬂwm#m
Bl The title s iV yald, by N sy lation
of 7a with methyl jodide, & & powder with mp 105106 5C. "H NMR
{200 MiHa, & 788 (o TH), 730 (4 IH [ » D Hul, TA2=-
T36 (m, 3HL 709 (o, 1H), 720 (d 1H, | = 80 Ha), 682 (4, IH, [ =
B0 Ha), L (s, B4, 174 (s, TH), 188 (s V). ' MR (50 MHa,
CICL) & 1710, 1505, M4, THS, 1356 130, 1294, 1280 1272,
128 1107, MOTE, 460, W6, 20, DU (K0 ) 204a— 3004, 1640, 1600,
1260, 1006 MS m/z [M°] 208 (M, 19%), 299 (12%1, 163 (98],
184 (10%), W4 (o), 77 (57%). Asal Calald b C,H, 8,0y C,
844 H, 608 N, 935 Fomnd: C 6623 H, & N, 833
Eu*umwr MMM n‘
a2 yudil, by N allylinion of ™6 with methy| walide, = o -ﬂ
=p 204304 “C "H NME (300 MM 78 (& IH), ™
(VL o= WD Had 727 (0 3R 737 (0 IHD) 707 (& 1H) 698 (d
IH, J= 80 Ha), 683 (4, 1H | = 60 He), 480 (d 1H. | = L0 Hsl,
00 (s, 2H), $.98 (& ZH), 153 (s, AH), "C NMR (50 MHa, CDCL)
£1618 150% JAL0 1480 1344 L300 1289 1366 1XTD 121G,

1O, 1077, 1014 392 IR (KRBe) Dot4-2710, 1647, 1607, 1269/
W MS we (M) BE2 (MF, Se) 19 (12%) WD (W) 149

97

(100%), 1 (1%} Amal Calcd for C H N0, C 6115 H 53
M, 018 Fopnd C, 6280, H, 428 N 789
(E}d-Chiorod 43

-methy oy
dmnide Bd. The ttke was obtatned m 99 yaedd, by N
alloristion of Td with meth cclide, = & powder with mp 118120 “C
"H NMRE (300 MEe, DMSDL) #7570 (4 30 ) = 58 Hal, 768 (s,
1H}, 790 {d 24, | = 8.5 Ha), 704 (o 1H), 700 (d, 14, [ = &1 Ha),
SR (L TH, | = L1 Ha), 393 (s JH), 19 (5, 3HL 153 (o 6H). "C
MAEL {50 M DMSO-L ]S 100, 1508 1495, 1900, 13a 1M,
I3LS, 1279, 1375 12L& 119, JORD, 56.1 557, 207, I (KB
19562908, 1657, 1608, 1271, 1043, ME m/z [MT] AW (M7, 4],
332 (MW", 12%), B (17%), 178 (9%, 16 (100% ), 139 (T0%), 111
(25%). Amad Caled e Cpp0INO C, 8108 I 515 N, 842
F-Et”c,ilﬂa H S0% M 625
()N - (34 Dimethonyberryidene) 4 meahoxy N mahybenro
hyciraige (Bd] The tite compound was cbtsined n 5% yiekd by N-
sllrlation of T with methyl iodide. s o powide with mp 2-9) “C.
H NME (200 MEs DMSD-4) 5780 (4 3] = 88 Hel 76 (o
THL TA7 (L TH. J = 17 Hal, 700 (dd 2H Jax = 63 Ha, e s LT
Hz), 690 (& 3H [= 87 Hx), 853 (d 1K, |= 8.3 Ha], 385 (s, SH),
AED (n AH), 180 (x, W), 183 (o, AH). *C NMR (50 MHa, DMSO-
dj & 1702, S13, 1504, 1495, 1383 1334, 1280 D74, 126
FI24, 1007, 1080, S48 S48, 580, 207 10 (KB ) 2956206, M9,
1EOT, 1267, 1254, WM, 1@a MS wm/z [M7] 328 (A, 5%), &S
(15%), 163 (&%), 135 (100%), 107 (™) Andl Calad for
E.l!i;.uﬁﬁ.-.ﬂ.i&ﬂ; H o614 N, 551 Found C 6553 H, a04

N,
‘MWMW
il (B The tile compeund wes cbtamed in 5% N

allovhation of (L3N L A-demethosy beraylale ne |- 1 e thasrbeen nobee
draxide with msthyl wndide a3 2 with mp 63-&1°C. 'H NMR
(200 Mide, DMSOL) 8 780 (& TH), 725-704 (e AH), 655 (4
TH, = LT Ha), 692—681 (m, 2HL 674 (d 1H, [ =82 Ha), 181 (&
SHL, LM (s, M), 0S (s, 3], 350 (4 3H). “C NMR (30 M,
DMS0-L ) & 1706, 1562 1504, MRZ, 1378, 1299 1281 172,
E2LA, 1300, 1104, 1104, 1074, 549, 8.7, 444, 200 1 (Kie) 2909
970 W35, IEW, 1626, 160N, 15877, 1514, 19, 1240 1040, LORO
MSw/s [ME] TN (M, 115, 164 (15%), 138 (100%), 107 (15%), &
(%), 77 (22%) Aml Calod for CH_ MO, C, 6554 H 616 N
ail, m—t C, 6578 H 62y N 240

wmmu-—p—ﬁ—muumhu
allyhtion of (E3-N-{34-Smethonybernndifene}-
dvaside with wwthyl wodide, s o powder with sp 103104 “C. "H
ML (300 My, DMSO-L) 8753 (x 1H), T31—730 (m, 2H}, &9
gl:m.;-r.vml,u-uﬂ-.M}.mum;-umu:
SH), 167 (& IH], 1% (o, IHL, 143 (x MHYE C NMR (50 MH:,

DMASCH-L ) & 1708, 130T, 150G, R4, I30S 16K JINZ, 13ND,
1239, 130 8 1159, 1181, 1006, 1078 859, 854, 481, 208 1B (KN
MOR0, 001, 2945, 2910, JTT, 166, 1604, 1512, 1261, 10M, TOIR.
MS mz [M°] 328 (M, %), M0 (L1%) 135 (1), 92 (9N T7
(19%), And Caled for C HaN, Dy C, 6584 H, 614; N 851
Mr_mumum

Gerwral Pocedure for the Prepamation of N-Methyl-NAH
Compoundt 6 g and 894, Te a solutiis of the N
methylhydraside devivative lfu—c (053 mmol), prepoed as
demribed previously,” i dwolute ethamol (7 ml.] comtaining so
drop of 375 lydechloie sod wa abded O munsl of the
comrmposda g didebyds denvstive The mutus was stved o wusm

for 13 b Next, the solvernt wa comnrniraed =
teduced presare, snd the mwuslting miiture was powtnd into e At
mrotabknion wth 0% auees edios beabonatr soistion, the
prepitate fomned wa collectnl by BRuation sl & e e s va cmmm
to sfond the desirnd N mesthyl NAH desivatives 6l and

irwthosy N

1N d-ydrosybeneyfidene - 1.4-d)
dronide (8. The tile componnd wan gbisised n 724 pidld, by
Hoa with 4 bydna - A with mp

164185 “C. 'H MMR (200 MEs. CDCL) & 74 (1, 1H), T48-1.0
(m, SH, 690 {d IH, [ = 0.6 He), 604 (4 2H ] = L6 F), L5 (8
AH) O NI (0 M, CIOCL) 8 1708, 180, 1811 1478, 140,

o iy W R R g e (e, CUVE, WEE WUR R
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o] | were shded, ol the rrasltig e e s hested ol
AT (2l ) was sdded dropwder to fhis ronliing mature, whick
s hastod b 13 min The reation wes then cosled @ mwom
and diwted with MeOH (10 mL) The mistess was
flered on Celte anid concmimted under decond premre The
obtsined crode o wus periiisd by cdemn v om uilicy
ol (ErOAC 0% o 24% = ) e ool 39 4 v ool 1 B5
yelid "B NMEL 400 M, O B797 (& 1M, =78 Ms), 763 (4
iH, | = T8 Ha), 748 (dd 1H J= T4 7.5 Ha), 7.38 (dd 1H. [ = 75,
TS5 Hal, 7.49 (d, 1H, | = 8.1 Ha}, 7.08 (o, 1H), 685 (4 1H, [ = L1
Hi), 296 (s, 3H), 290 (s, AHL 390 (s, 3H). '°C NMR (100 MH
CDCL) 4 16AS, 1490, 1482 1ELL D302 1010, 19 1270 1247,
135, HIAS K38, 1106 #3864 553, 552, S14. IR (KB) 2924,
I, ING0 1ML, ZI06, DT2T, D890, BSLN, LR4E JIAL DOOW, 1024,
TS, @9, 527
F-{34-Dirrvth cnpp heryliocoumane (30) A solutien of 29 (450
mom tempessture and commtrsted wder indeced presue. The
uu-ﬁpﬁhndmmﬂk{mﬂuﬂdu{nuli
boyer s Frsthay sl with Bwine (2 % 20 ml ), dried
[,Ih, ), evaporzted in mr, md sdvepently purified by oolomn
on silics gel (AcOEr W% w0 530% I
mhﬁﬂiziﬂiﬂw:im—-lum_
(COCL, 400 MHa) & 20 (4 1M, | = 70 Ha), 766 (ddl 1H, | = 1,
TA LD Ha), 740 (&dd, VM, | =20, £3, &6 Ha), 730 (d IH, | = 20
Hu), 686 (d 1H, [ = 4.6 Ha), 682 (s, IH]), 150 (u, FH], L8N (g M)
U MR (CDCL, 100 MH) & 1619, 1519, 1511, 1495, 1364,
1WA 1300 DAL DA 1349, 1300, 1189, TIIA IOAL IOIY
564, S0, IR | KMe) 2032 3006, 2082 ITIE 163N D600, 1512, 1463,
1263, 15 169, 1141 10D, MM, TS, AT
&H-m+mm-ﬂudmw-mmm-
digrepn- |-one (27 Within a wa dimobed the socmanain W
(400 g, 005 mumad) in & mL of 0-Be0L Then wes sdded lnal et
bordrate (4 =, 059 mmol), snd the mistere wa hested 0 1D “C
e & b A the ond of mmastion, the ssdvnt =as eaporsted o mduced
preinars to hall of mitial voliine, st the reidual solition wa tales
o an bor bath, Afer 6 b the precipeste rmed ws Sltered under
mciiem ot Bechnee finnsl fuomidhing the bepodianepme 11 o §™
yarkl, o i wolad with mip = 206207 "C r'l'lmﬂﬂ'ﬂ‘ﬂﬂl'lll
S5.09 (g 1H), 796 (d, IH | =08 Ha), 745 (1, IH, | =73 Ha), 7.
{m, YH), 721 (m, 3H), €83 (4 IH, ] = 80 Ha), 397 (. 3], 14 (s,
SH), 283 (o AHL Y'C NMR (DO, 100 MHa) § 1674 1601,
1SL4, W93, 137 1004 LS, 19, 1274, 1277, 1271, 1203
1008, 1005, 56 3500 IR (MBe) MA5T, D2TS 1190, J06%, 2914, 1657,
1601, 1517, BAZS, 1X7S 1022 MS wfz [MF] 286 (M°, GI%), 257
(rors), 2% (16%), 165 (10%) Assl Caled e ColH N0y C
ﬂﬂhH.MH S48 Found C, 8090 H 5.8, N, 813,
(3,4 Dime b sy phan i - 2-meth - L5-divparg. TH -bensfa [
HJMH.DI'M T & sohstion of Boooamarin 0 (100 mg.
.25 mmal) i 8§ sl of & Bu0H wes sdied sactballbpdrame (11 mg,
L8 o] ), s the resudtin g mictute wee heated to 100 “C for § b At
the end of maction, the velsties wore evaponated of rrdeced provws
o Jealf of sl velmme, sl the reides] solcfion was tzken to n icr
hath, After 1 b, the precipiste wa flteed sader mopum on Béchner
fmnd Ernakang the 12 i 2% peckd, @ 0 voded with
-r-m-m't.'HM{md.muhuﬂl{a. iH | =
7.8 Hal, 7.4 {m, 4H), 707 [im, 2H ), 82 (4 UH, J= 8.3 Ha), 309 (s
M), 348 (s, 6H), 187 (3, ). OC NMR (CDCL, 100 MHs) &
B6.), 605, ISLA, MR, 1375, 1504, 1306, T209, 1276 1263,
1204, 1308, 1005 S50, 9.2, 301 IR (KRe) T, 1274 3190, WS,
2914, 1657, M601, 1517, 1A, 1275, 1902 1K (KBe) 2952, 2008, 2052
1722, W30, W00, 1512, 146, 1263, 1218, 1089, 1 D42 1070 MO, TSE,
S, ME m/s [M] 310 (M-, %), 20 (100 266 (13% ) Ansl
Calid o CuH N0y C S0 H, 585 N, 900 Fouscd . 885
H AE, N, L9,
Prammacological Evalmton POF inhémion PG wa solited
Mhﬁhﬂﬂﬂmw.m*h
peeviowly teported methad ™ PO sctivitio wesr messsed by the
“mwhﬁd‘dif’“im-{"ﬂm
concentration of | mb sebstrate in o belfer sdution of 50 mM of Tre-

HCL ot pH 75, contuining 2 mM of mageesum soetate and | mg
ml™" of BSA PDE4 was sssyed ot | gbd cAMP, | mM EGTA To
prrvend the wllor mor of reogrocal o contemin ton bersem FLEY
and PIMEA the gndis wers dways camied o in the of &
#iM oGP for FORA FDEL FOEY, and PDES wers by wmion
g chromatograshy from boviee aortic snocsh mesce cvtoule
fraction = proviesly deveribed ™ PUED was wolated Fom s
plateier ' PLEs were sored o alogoots o —80 °C el use
PIME inbdvitess were duscived o dmethy] ssBovide (DMEO) s o finad
oo entration of D% AR th concemtrstun, DAUS0 bhad mo vign ot
elfret on PDE sctiviey. The concentration. of dngp: that peoduced S0%
inhistion of mbitrste kwdnlywn () wa calobted by nomboga
:mu:ﬂﬁﬁ__ﬂ.ﬁ-u*--“-dm

entrations of mhibiory The remlts iepresest the mews
of thove determinstions cbtzmed for three different emymatc

bistory ware sbetod for this study, This work was appesved by the
local athirs comwnittes (CCPPRE dAkse mn 1) snd carvied oot

mwmm u_n:mmuﬂ.

wp ated o previoaly desonbal ol
&ﬂuﬂmu-uﬁﬂmu‘uv
cmtsmanyg 100 U ml bepan was byered over Histop agee- 1077
[!il St Lo, MO, USA | snd contrifaped for 30 min o 4y (X0

Cele barvested from the mterbor weer wmbeld theer tmes =
Hm:ﬂ:ﬂpﬂilniﬂ:“ﬂﬂlelflr
in s culture oedion Homses PEMO: were scubated with inoessing
hdhhﬂh-‘-‘b— W* e 107" M, with or withost

haride from Salwomdls dborfuz e |
IHH'M Framce | | 24 well ctoee platen (Faloom,
Labe, Strschourg, France) for 24 b &t 37 °C in & hemidified 5% €0,/
A o After o ubation, sspe meatants s te semovnd sl
stoeed @ 80 °C oot HISA Gl whiley wa siessl by the
Trypan bles mcieson test
for TRE-e.™ Coleue e amayed

with rwer aitw FILISA apecidic for humsn in TH R an tibodies
(Antbody Sobtions, Ma¥ Moon Mey, €A USA) Quensitstive
evalsation of THFa sceted by FAMCs wan achiowsd by ELISA
using cosulitione s described " Podyiviyd chinede | plates
{Conitar. nn. 2556) wor coutnd with 30 mlL per wall of antiodie [ 15
g ml ™) aned mcubuted overmight at 4 “C Afer the wiam] wash and
nonspecibe ssturstion steps, 14 ml. of viandand or v achided
o % ml of histinylted monocions] sntibody (2 agml™) foe 2h 2
ik ol 530 ml of

m[mlﬂﬂﬂﬂd[lil“
temperature). A mlstimetric muctios (O ot 450 sm) usag O
plie mybr el g o prevvedaer sabetr str wi o perfor e d raausg fine
wathing steps. Concentrations ["_.Ih.Ljdﬂ.-ul:.qlhﬂl
computed by sterpolaion with & asdard curve run mn pach plate

Foul ke sralvam Standard bamian o cos ms
retin, TPa, we pucused fbom RAD Sysme Nervpe
[f n LUK

In Angyr Animoh. Femsle o] mice, 4—8 wedks old werm
uted | the apermmbn All s were cbiseed from Omealie
Crs Foundaton snd maintsned in the snimal Excilitien at &
controllad room teopeestere (22-13 °C) md 2 12 k(6 am. to S pm)
light ~dark. cyele. Procmduses the c=¢ wnd e of boestory
sieuk wen aemnnd o d spprownd by the Animad Brhio Committe
of the Oweralls Crus Foundutios {L-000K,0d CEUA-FIOCRLYY, Rie
de lemgin, Beanil)

[PSdnducad Lung Infammation Pemals A/] s wers
eneetherived weh srpmolised lulothene for provocation by nassl
irntillation with LIS (15 sg /24 sl) o saline (megetive contral), 14 b
befoes smapn. Rolpram (Signa) and cmpeunds b and Ba-g wem
dimaber d in 0.2% Twees 80 (vebscle) and downd oedly | b befoe LIS
MIMWIIlwuHﬂhium
(ahowt W0 ], made wp o 600 yl of detilled woter, snd them
uﬂﬂﬂﬁl"?ﬁﬂmmrﬁdwﬁll

befors LIS drullenge

i Ay 6 DF S SRR e 0 ) e DKL TER CET OO0
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Amicle

Invasive Asesment of Respiratory Mechanics. Airway respon-
svenes - was sitesed ;o3 donge in airway fmction 18 b after
pumvcxﬁnwl with zemuoliss d methadsoline in 2 FeePomt RSC Baxoos
Phtform  {Buxce Electronics, Shamon, CT, USA). Mice were
anaesthetized with nembuctal fﬁﬂ m;ﬂ;}. e rmmumcu] 2 .:cl:wi'y
was blocked with bromide pancuronium (1 mg'kel. Trache estomized
miOE wWere nzd'hu'hﬂ]}:r vemtilated mj]:l.ms_ function was msesed The
traches wan cannulited and the anmula wes connected o a2
Pazwnﬂhdiuyaph. Hiflow and tm‘up.r]mm:u’]r Pu'els:l.n': were
recorded wing 2 Buxoo mechanics processing system
{Bizxco Electromict, Wilmingten, NC, USAY. This nstrement was weed
to calculate long resstance (om HyO/(mls)) and eastance (cm
Hy(YmL} in each breath cyde. Analog dgnals from the computer
were digitbed wing 2 Buxco analog/digital converter [ Buxco
Hlectronics ). Mice were allowed to sabilize for § min, and incresting
conc et ratinne of mathadhaline (3, 9 and 27 mg/ml) wes
semunlized or 3 min each. Baseline panmeters were
amemsed with semsolized phosphate buffered aline |PBS). Expressed
resulty comprived the mean absolute value of the revponses of hmg
revistance and sbeitanee collacted &nirlg&m.in after the adminitration
of methacholine seroal

Bronchoolveolar Lavage. After eahation of ARH, mice were
killed, and bronchielveclr bvage (BAL} wan performed twice by
intratrachea] insilation of B0 L of PBS and EDTA (10 mM), The
bvage fluid was contrifisged, and cell pellets were resmipended in PBS,
fonal volume 2500 gl The number of keukocytes n BAL flhid was
extimated in 2 Neghauer chamber. Cytospin dides were prepa red from
BAL flisid and stained with Giensa stain At last 100 cells wene
counted per slide vnder light microscopy, snd they were differentiated

EUSAL ELISA mesmrement of TNF-a and [L-5 was pedormed on
hung Hamue lrates of AS] mice provoked with LIS or aline. Briefly,
microwell sirips were coated with an anti-TNAr or an anti-IL-&
murrine moncconal antibody fn&ﬂ.’;}-m}wmﬂﬂ Sarmplet were
then added to the wells and incubated with the buotmylated antibody
(R&D Systems} for 2 b at roon temperatme  HEPooonjegted
ﬂ:'\q:hui&in Wk .l]:]:]:'ud o m'LFI:! Theefiore revel ation.

Duration of Anesthesa Induced by the Associgtion of Xylazrine
and Ketaming Theie n:_pu'm:l.mb were done .I-a]]mng Pu'une;.l:.mu

described ***? In distinct animal group:, 8d or g (0-200
il g}, volipran {1 —Sﬂﬂmul"]g},m velicle [ 02% Tween 80} was
suboutane oudy sbministered into §—12-week-old female A/ mice, 30
i prrior o an intsperitoneal mjection of 3 mixed solution of sylsrne
(10 mg/kg} and ketamine (70 mg/lg). The dumtion of aneshess
(iz, period in which the animal remained on its M:mﬁnﬂmh}
wa, messured ax the end point

Statisticol Anafyses. Statistica] anahmes wers caried out with
ANOVA followed by the N ewmam —Keuls—Stodent test. PALE [two-
tailed test) was consdersd s gmificant

Dud:'ng Studies, General Al calenbtions huve been Fcr.isu:ntd
on a PC nomming under Linux Red Hat w500 wickstation. Stouchrsl
munipulitions were perfrmed nsing Syl 727

Preparation of the Ligands. The lpands were built in Spartan 08
(Wavefunction Inc ). After preliminary minimiton with the MMEFE
force fedd™ it was scbmitted to fullenenyy mbdmization vith the
i i method AM1™ alo in Spaten WM. A sytemnatic
condomational search was pecformed om the rotatable bonds weing
dﬂtﬂtm#i The hwut-uwﬂ.rmlfmmaﬂml was selected for
further AM1 grometry optimistion, and Gasteger—Hicksl duage
wan asvigned for docking studies, 25 required by the docking sodtware.

Selection of Protein Crystal Stucturss. Ligend-bomd anatalle-
graphic structures of PDEA are svailible in the Protein Dats Bank The
orystal struectyre of zardaverine bound to human PDEAD was used
(PDVB D cods 1X0R; resolution 1.54 A)* The adive recognition ste
of the ensemble has been defined 20 the collection of residues within
B0 A of the boomd nhibitor and comprived the mion of al lignds of
the ensemble. AT stoms locsted less than 80 A ﬁ'm'n::l'qr]'g:m‘l At
wars -Dumﬂ:md_.wv ing the important revidees (GGlo 364 and Phed 72
amad alior the Zn* and Mg** metal jons. P:wtdmwﬂepu’q:waﬂfnﬂu

duld:rg studies 1.:n':r|5'l'70e B&upohmmndu]e ofﬁ‘ﬂ!r] T3 Amber
Fﬁl.i'ddnrpwae:tuimled tor the protein atoms

MNext, Biﬂpo]'gﬂ'nﬂ' :Pu'm.c'm m.ﬂ}lﬁs tool wz med, in 2 !q:!w.'se
proces of analysis and axrection. of geometry pammeters. For each
:m,ﬁ:duh—.ﬁ:ﬁmnfmmﬂmbkmmﬂudeﬁﬁﬁmafﬂu
protein atoms fv'n.r.'luhﬂenfﬁa:mdhmw'h the resolution
of ambiguities in the PDB e {albernate location indicatom, ste), the
location of by drogen atoms at hetero atoms, and e definition of the
active site atoms_ The wssigmment of hydrogen positions hos been
made on the s of defaulkt rules except for the definition of the
yrdrogen positions inxide the histidine side chain. The side chains of
]'g!:n:andargml:rle mﬂﬂecaﬁmﬂqufupﬁtmﬂ E]n‘txm.i:
atid have been modelal i their jonized states. Water molecules
contained in the citalytic site of the PDB e have been maintained
The default FlecX scoring Aenction was weed to rank-onder the docked
confisrmational groups, anad the best-docked result ko each group was
then wied to .III.I]'!H.E the l:':mlhgirrbﬂ'ad:im'ls.
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© Supporting Information

"Hand "0 NMR spectra of all N-aolhydmzones, N-metlyl-N-
acylhydramones, and their constrained heterocpclic analogues
and the effects of clomilast in LPS-induced airway hyper-
reactivity. Thizs material s avallable free of charge via the
Imtemet at http://pobs.acaorg.
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