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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

RESUMO

Triagem e avaliação farmacológica de novos inibidores de PDE4, da classe das N-metil-
N-acilidrazonas, para controle da asma.

SUZANA VANESSA SOARES CARDOZO

Inibidores de PDE4 atuam aumentando as concentrações intracelulares de AMPc, um segundo
mensageiro com várias ações anti-inflamatórias em células efetoras envolvidas na patogênese
da asma e DPOC. Nesta tese foram avaliados 8 compostos de uma nova série de inibidores de
PDE4, pertencentes  à classe das N-metil-N-acilidrazonas (NAHs), com base em modelos
experimentais de inflamação e remodelamento pulmonar, visando-se identificar potenciais
novos agentes terapêuticos para doenças inflamatórias pulmonares. Foram quantificados
leucócitos infiltrados no tecido pulmonar, a geração de citocinas, resistência e elastância
pulmonar, fibrose e a produção de muco nas vias aéreas de camundongos A/J estimulados,
por via intranasal, com LPS ou alérgeno. Todas as analises foram realizadas 18 ou 24 h após a
última provocação. Culturas primárias de linfócitos e fibroblastos foram também empregadas
para estudo de impacto dos tratamentos ao nível 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 μmol/kg, oral), exceto LASSBio-1393, inibiu acentuadamente a hiper-reatividade das
vias aéreas (AHR), o infiltrado leucocitário e a produção de citocinas, de forma comparável
ao observado para rolipram e cilomilast. Observou-se que os NAHs foram também ativos no
bloqueio terapêutico da resposta asmática alérgica desencadeada por ovoalbumina (OVA).
Neste modelo,  somente LASSBio-1406 e LASSBio-1407 foram capazes de reverter todas as
alterações patológicas avaliadas, incluindo o infiltrado eosinofílico, a fibrose peribrônquica e
a mucogênese, claramente refratários ao tratamento com o inibidor de referência de PDE4
rolipram. O perfil de ação diferenciada do composto LASSBio-1407 foi também confirmado
na reversão das respostas de infiltração eosinofílica, secreção de citocinas, hiperreatividade e
remodelamento das vias aéreas no modelo de asma induzida por HDM, em condições onde o
composto de referência cilomilast mostrou eficácia comparativamente menor. Ambos
LASSBio-1406 e LASSBio-1407 foram também mais potentes do que cilomilast e rolipram
no bloqueio da ativação e resposta proliferativa  de linfócitos e fibroblastos em sistemas in
vitro. Por ultimo, constatou-se que a administração oral de LASSBio-1406 e LASSBio-1407,
diferentemente do observado com rolipram e cilomilast, não modificaram o tempo de sono
induzido por quetamina e xilazina, realçando o menor potencial pró-emético dos compostos
NAHs destacados. Tomados em conjunto, os resultados apontam os derivados LASSBio-1406
e o LASSBio-1407, como os mais promissores na série estudada de agentes N-metil-N-
acilidrazônicos, inibidores de PDE4, pelo amplo perfil de ação sobre alterações patológicas
cruciais associadas à asma, bem como pelo menor impacto sobre efeitos adversos pró-
eméticos. Os compostos LASSBio-1406 e LASSBio-1407 são certamente, dentre os
compostos testados, protótipos moleculares de forte potencial terapêutico no tratamento de
doenças inflamatórias pulmonares crônicas.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

ABSTRACT

Pharmacological evaluation of novel orally active PDE4 inhibitors of the class of N-
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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 challenge. 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 µmol/kg, v.o.), except LASSBio-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 allergic asthmatic response. In this model, only LASSBio-
1406 and LASSBio-1407 were able to reverse all 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 also 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 LASSBio-1406 and LASSBio-1407 were also more potent than rolipram, and cilomilast
in blocking the activation and proliferative response of lymphocytes and fibroblasts in vitro
systems. Finally, 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 LASSBio-1407, as the most promising in the studied series of NAHs agents, PDE4
inhibitors, the broad profile of action on crucial pathological changes associated with asthma,
as well as the smallest adverse impact on pro-emetic effects.  LASSBio-1406 and LASSBio-
1407 are certainly among the tested compounds, molecular prototype strong therapeutic
potential in the treatment of chronic pulmonary inflammatory diseases.
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I - Introdução

1.1 – Definição e aspectos epidemiológicos da Asma

A asma é uma doença complexa e heterogênea, caracterizada por inflamação

pulmonar crônica e obstrução das vias aéreas inferiores (van den Berge, Ten Hacken

et al. 2013). Com alto impacto social e econômico, a doença afeta indivíduos de

ambos os sexos em todas as faixas etárias e pode ser fatal (Lloyd and Hessel 2010;

Poon, Eidelman et al. 2012). Segundo a organização mundial de saúde (OMS), a

asma atinge 300 milhões de pessoas no mundo, com maior prevalência nos países

desenvolvidos, principalmente devido ao aumento da exposição a alérgenos, poluição

e a uma estimulação reduzida do sistema imunológico durante os períodos crít icos do

desenvolvimento (WHO, FactSheet No 307, May 2011). Caracterizada como um

importante problema de saúde publica em termos de prevalência, morbidade e

mortalidade, estima-se que a asma afete uma em cada sete crianças e um em cada

doze adultos em países ocidentais, sendo responsável por 20 milhões de faltas diárias

ao trabalho e escola (Holgate, Arshad et al. 2010; Ribeiro-Filho, Calheiros et al.

2013; Gold, Montealegre et al. 2014).

Aproximadamente 40 milhões de pessoas com asma residem em países da

América latina. No Brasil, os estudos epidemiológicos referentes à asma são poucos.

Dados recentes do "International Study of Asthma and Allergies in Childhood"

(ISAAC), publicados na "Global initiative for asthma" revelam que a prevalência da

asma está aumentando em muitos países, principalmente em crianças, afetando

aproximadamente 10 % das crianças 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 à asma representem 1.8 % dos gastos totais com

doenças no mundo, sendo responsável 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 não-controlada (ou grave) de acordo com a frequência e intensidade de

sintomas, principalmente dispneia, chiado, tosse seca e sensação de aperto torácico,

junto com a limitação do fluxo de ar expiratório. Geralmente, esses sintomas e a

limitação do fluxo de ar são reversíveis tanto espontaneamente quanto após a

administração de medicamentos, ou simplesmente podem se ausentar por semanas ou

meses (Kroegel 2009; GINA 2014).
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1.2 - Imunopatologia da asma

A asma é uma doença multifatorial complexa, na qual a inflamação das vias

aéreas inferiores e o remodelamento adverso pulmonar têm papel central. Essas

alterações são causadas a partir de um contato inicial com alérgenos presentes no

ambiente, que em indivíduos suscetíveis podem induzir uma resposta inflamatória

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 inflamatória alérgica (Galli, Tsai et al. 2008). O epitélio das vias aéreas de

indivíduos asmáticos apresenta um defeito intrínseco na formação das suas junções

de oclusão, e assim na sua função como barreira física, facilitando a penetração de

alérgenos inalados no tecido. Ademais, uma proporção dos alérgenos relacionados à

asma apresenta propriedades biológicas intrínsecas que aumentam sua capacidade de

penetrar a barreira epitelial e causar dano tecidual. Componentes alergênicos de

ácaros, baratas, fungos e animais são proteolíticos e podem romper as junções de

oclusão e ativar receptores de proteases. Além disso, estímulos ambientais como

vírus e poluentes, incluindo fumaça de cigarro, também podem romper as junções

ocludentes e comprometer a função 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 está uma população de células

especializadas apresentadoras de antígenos (APCs), denominadas células dendriticas

(DCs). Essas células expressam receptores do sistema de imunidade inata e têm o

potencial de captar os alérgenos, processá-los em peptídeos pequenos e apresentá-los

via complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC II) a receptores de

células T CD4+ virgens (Th0 CD4+) que fazem a identificação do alérgeno através de

receptores de reconhecimento de células T (TCR). A apresentação do antígeno

juntamente com sinais co-estimuladores, leva à diferenciação de células Th0 CD4+

em diferentes subpopulações, incluindo Th1, Th2, Th17 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 contribuição específica dos linfócitos Th2 na asma tem sido documentada

em larga escala, com dados experimentais em humanos e animais de experimentação,

ao longo dos anos. Notadamente, evidências mostram uma correlação positiva entre

número de linfócitos Th2 presente nas vias aéreas e o grau de gravidade da asma
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(Barrett and Austen 2009; Barnes 2011; Bosnjak, Stelzmueller et al. 2011) . Os

linfócitos T CD4+ do subtipo Th2 são uns dos principais responsáveis por promover

a resposta inflamatória alérgica, através da secreção de citocinas como interleucina

(IL)-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (Lloyd and Hessel 2010; Barnes 2011). Essas citocinas são

cruciais no recrutamento e ativação de células efetoras relacionadas às respostas

alérgicas, como eosinófilos e mastócitos. Por exemplo, a IL-5 regula a diferenciação,

ativação e sobrevida de eosinófilos. A IL-4 controla alguns eventos cruciais como a

diferenciação da célula TH2 e indução da mudança de classe de imunoglobulinas para

o isotipo IgE, em linfócitos B. Além disso, a IL-4 e a IL-5 são responsáveis por

aumentar a expressão de moléculas de adesão eosinófilo-endotélio, permitindo a

migração de eosinófilos para o parênquima pulmonar. A IL-13 tem efeito

pleiotrópico e atua em conjunto com a IL-4 em muitas de suas funções, além de ser

um mediador crucial na hiper-responsividade da vias aéreas e no remodelamento

tecidual (Lloyd and Hessel 2010; Lloyd and Saglani 2013).

A presença de IL-4 e IL-13 e a ligação de moléculas co-estimuladoras na

superfície das células Th2 levam à ativação de linfócitos B que produzem e secretam

IgE específica para o alérgeno. Essa imunoglobulina secretada pode alcançar a

corrente sanguínea e ligar-se a receptores Fc de alta afinidade (FcεRI) presentes na

superfície de basófilos e mastócitos teciduais. Essas células ficam sensibilizadas pela

ligação de IgE nos receptores Fc e estão preparadas para reagirem a uma posterior

exposição ao alérgeno (Galli, Tsai et al. 2008) (Figura 1.1).
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A resposta asmática pode ser dividida em duas fases que se diferenciam pela

ordem temporal e pela qualidade dos eventos. A reação de fase inicial consiste na

resposta imediata (ocorre em segundos ou minutos) após a reexposição ao alérgeno,

seguida pela reação de fase tardia, que reflete a influência de células inflamatórias. A

constante exposição ao alérgeno acarreta uma contínua indução da resposta

inflamatória, levando ao dano tecidual e consequências graves aos pacientes, como a

cronificação da resposta inflamatória pulmonar (Galli, Tsai et al. 2008).

A reação da fase inicial ou imediata inicia-se quando um indivíduo

sensibilizado entra em contato com o alérgeno. Os mastócitos teciduais e os basófilos

sanguíneos são ativados pelo acoplamento do antígeno (ligação cruzada) às

moléculas de IgE, ligadas nos receptores FcεRI na superfície da membrana celular

(Holgate, Arshad et al. 2010; Holgate 2012). Essa ligação estimula a secreção de

mediadores pré-formados e recém sintetizados, num processo denominado

desgranulação. O conteúdo liberado durante a desgranulação é constituído

principalmente por aminas biogênicas (como histamina), proteoglicanos (como

Figura 1.1. Reconhecimento do antígeno. O alérgeno é reconhecido pelas células
dendríticas, que migram para os nódulos linfóides e promovem a ativação dos linfócitos  T
através da apresentação antigênica.  Os linfócitos T ativados proliferam e produzem
mediadores inflamatórios, incluindo IL-4 e IL-13.  A presença dessas citocinas e a ligação de
moléculas coestimuladoras promovem a mudança de classe de imunoglobulina para IgE
específica para o antígeno nos linfócitos B. Adaptado de Galli et al. 2008, Nature.
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heparina e sulfato condroitina), serina proteases (como triptase e carboxipeptidase) e

várias outras enzimas, mediadores lipídicos, citocinas, quimiocinas e fatores de

crescimento (Figura 1.2)(Galli, Tsai et al. 2008).

A liberação de mediadores preformados e derivados de lipídios contribuem

para os sinais e sintomas agudos associados à resposta alérgica inicial (Barnes 2011).

As aminas biogênicas, como a histamina, se ligam a receptores específicos presentes

em diferentes tipos celulares. No endotélio, a ligação de histamina provoca contração

das células, levando ao extravasamento do plasma para os tecidos, além de estimular

a produção de prostaciclina (PGI2) e óxido nítrico que levam à vasodilatação local.

Adicionalmente, a histamina promove contração da célula muscular lisa das vias

aéreas. As proteases neutras de serina são importantes constituintes proteicos dos

grânulos de mastócitos, contribuindo para o remodelamento tecidual e o

recrutamento de células efetoras. Assim como a histamina, os mediadores derivados

de lipídios, principalmente os leucotrienos, induzem vasodilatação,

broncoconstricção, aumento da permeabilidade vascular, aumento da secreção de

muco e da expressão de moléculas de adesão (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 mastócitos ativados também liberam mediadores recém-sintetizados,

incluindo citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, mas são liberados mais

lentamente do que os mediadores pré-formados (Sismanopoulos, Delivanis et al.

2013). Esses mediadores estão associados ao recrutamento, ativação e proliferação de

linfócitos, mastócitos e eosinófilos, além de influenciar a função de células

estruturais, incluindo endotélio vascular, células epiteliais, fibroblastos, células

musculares lisas e nervos sensoriais. A liberação lenta desses mediadores contribui

para transição para reação de fase tardia (Figura 1.2) (Galli, Tsai et al. 2008).
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A segunda fase da resposta asmática, denominada de reação de fase tardia,

desenvolve-se 2 a 4 h após a exposição do alérgeno e perdura por várias horas. Essa

reação parece ser coordenada tanto pelas consequências a longo prazo dos

mediadores liberados pelos mastócitos ativados durante a reação de fase inicial

Figura 1.2. Reação de fase inicial (ou imediata). O reconhecimento do alérgeno pelas IgEs
específicas ligadas aos receptores FcεRI dos mastócitos e basófilos promove a ativação dessas
células que secretam mediadores preformados e derivados de lipídeos, e aumentam a síntese
de inúmeras citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Os mediadores secretados
rapidamente resultam em bronconstricção, vasodilatação, aumento da permeabilidade
vascular e da produção de muco. A liberação lenta de mediadores contribui para a transição
para a fase tardia, promovendo o influxo de leucócitos, através da regulação de moléculas de
adesão e pela secreção de mediadores quimiotáticos (LTB4 e PGD2) e quimiocinas (IL-8 e
CCL2). Adaptado de Galli et al. 2008, Nature.
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quanto pela estimulação antigênica dos linfócitos do subtipo Th2. Os aspectos

clínicos da reação de fase tardia refletem a ação de células efetoras recrutadas da

circulação e a liberação de mediadores pelas células residentes, caracterizando um

acúmulo de células inflamatórias no tecido pulmonar.  Esse infiltrado inflamatório é

constituído principalmente de linfócitos Th2, mastócitos, eosinófilos, células

dendríticas e macrófagos (Galli, Tsai et al. 2008).

Os eosinófilos são os principais constituintes do infiltrado inflamatório

pulmonar em indivíduos com asma. A diferenciação terminal e a mobilização de

eosinófilos na medula óssea são dirigidas pela IL-5 secretada durante reação de fase

inicial e tardia. Eosinófilos ativados podem produzir e secretar mediadores lipídicos

(como o leucotrieno C4 ( LTC4)), proteínas básicas, citocinas incluindo interferon

(IFN)-γ, IL-4, IL-5, IL-13 e quimiocinas responsáveis pelo recrutamento de

linfócitos Th2, amplificando a resposta inflamatória alérgica (Cohn, Elias et al.

2004; Holgate 2012). Os eosinófilos também podem modular a resposta imune

adaptativa e atuar como células apresentadoras de antígeno, agindo como

amplificadores do processo inflamatório no sítio da inflamação (Barrett and Austen

2009) (Figura 1.3).
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Modelos experimentais utilizando animais, nos quais citocinas de perfil T h2,

como IL-4, IL-5 ou IL-13, são individualmente bloqueadas sugerem um importante

papel das citocinas deste perfil na condução da inflamação eosinofílica, bem como no

declínio da função pulmonar, sendo detectável em pelo menos 50 % dos indivíduos

com asma (Lloyd and Hessel 2010; Lambrecht and Hammad 2012). Apesar da notória

contribuição dos linfócitos Th2 na asma (Figura 1.3), estudos revelam a descoberta

de outros subtipos de células T, como linfócitos Th17, Th9 e linfócitos T reguladores

(TReg) que podem contribuir para o desenvolvimento da inflamação alérgica e para o

entendimento da heterogenecidade da célula T na patogenia da asma (Lloyd and

Hessel 2010). As células Th17 são um subtipo distinto de linfócitos T CD4+ efetores

que produzem IL-17A, IL-17F e IL-22 e expressam o fator de transcrição do

Figura 1.3.  Reação de fase tardia da inflamação induzida por alérgeno. A reação de fase
tardia reflete as ações de células imunes e inflamatórias e a secreção de mediadores pelas
células residentes do tecido pulmonar. Os linfócitos T ativados pelas APCs secretam
mediadores que culminam na ativação e migração de células  inflamatórias para o tecido
pulmonar, levando a amplificação da resposta inflamatória, com aumento da produção de
muco, hiperreatividade e dano tecidual. Adaptado de Larché et al. 2006, Nature Reviews
Immunology.
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receptor órfão relacionado ao acido retinóico- gama e alfa (ROR-γT e RORα,

respectivamente). A diferenciação da célula T naive em células Th17 se dá na

presença de IL-6 e do fator de transformação de crescimento (TGF)-β, através da

ativação de fatores de transcrição. A IL-17A é regulada positivamente no pulmão de

pacientes com asma e, os níveis elevados IL-17 está correlacionado com a severidade

da doença, particularmente em pacientes com neutrofília, 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 regulatório da IL-17 na fase

inicial da inflamação alérgica (Lloyd and Saglani 2013) (Figura 1.4).

A complexidade que envolve os subtipos de células T efetoras aumentou ainda

mais com a descrição recente de uma discreta população de células T CD4 + que

secretam IL-9 e dependem do TGF-β e IL-4 para o seu desenvolvimento. A

diferenciação da célula T CD4+ naive em células Th9 requer a expressão do fator de

transcrição PU.1, e a secreção de IL-9 é regulada positivamente pela IL-25.

Funcionalmente, as células Th9 intensificam a resposta alérgica pelo recrutamento e

ativação especifica de mastócitos no tecido pulmonar (Lloyd and Hessel 2010; Lloyd

and Saglani 2013) (Figura 1.4).

A função reduzida ou alterada das células TReg pode fornecer uma explicação

plausível para uma resposta imune inadequada a alérgeno, observada em pacientes

com asma. Vários subtipos de células TReg têm sido descritas e sua presença ameniza

o desenvolvimento da inflamação e da hiper-reatividade das vias aéreas, além de

prevenir a ativação de células dendríticas induzida por alérgeno. Os efeitos

inibitórios das células TReg se devem principalmente pela produção de citocinas anti-

inflamatórias (IL-10), expressão de moléculas inibitórias (CTLA4 e PD-1) e indução

da regulação negativa de MHC de classe II e moléculas co-estimuladoras CD80 e

CD86 nas APCs (Lloyd and Hessel 2010; Lloyd and Saglani 2013) (Figura 1.4).

Outros subtipos de linfócitos T também podem estar envolvidos no desenvolvimento

da asma alérgica e podem ser úteis no entendimento da heterogenecidade da

doença(Lloyd and Hessel 2010).
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A constante exposição ao alérgeno acarreta em persistência do quadro

inflamatório, levando a alterações estruturais e funcionais nos órgãos afetados. Essas

alterações acarretam em consequências patológicas graves nas vias aéreas de

pacientes com asma e estão correlacionadas com o declínio da função pulmonar

(Lukacs, Hogaboam et al. 2001; Galli, Tsai et al. 2008).

Figura 1.4.  Heterogenicidade da célula T na resposta inflamatória alérgica. A asma é
uma doença hetegerogênia caracterizada por hiperreatividade e remodelamento das vias
aéreas, com aumento da produção de muco e fibrose subepitelial, e recrutamento de células
inflamatórias para o tecido pulmonar. Algumas das células T que podem interferir na natureza
e magnitude da resposta inflamatória alérgica através da secreção de citocinas e quimiocinas,
recrutando e/ou ativando diversas células. A célula Th2  promove o aumento da produção de
muco e o recrutamento de eosinófilos e outras células. Já as células Th1 e Th17 estão
associadas com a severidade do quadro asmático e na asma refratária ao esteróide, os quais
são marcados pelo aumento do infiltrado neutrofílico. A célula TReg são capazes de regular
negativamente a resposta imune e são importantes na homeostase da resposta imune no tecido
pulmonar. A natureza e a magnitude da resposta inflamatória também é influenciada por
estímulos ambientais, como exposição de alérgeno, poluição e outros. Adaptado de Lloyd e
Hessel 2010, Nature Reviews Immunology.
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1.3 – Fisiopatologia da asma

Na asma, a inflamação crônica é frequentemente acompanhada de mudanças

estruturais que podem envolver todas as camadas da parede das vias aéreas e

tipicamente está associada com: aumento do número e tamanho de células

caliciformes, aumento da produção citocinas e quimiocinas pelas células epiteliais, a

presença de áreas de injúria e reparo tecidual, inflamação substancial da submucosa,

deposição de componentes de matriz extracelular levando à fibrose subepitelial;

aumento no desenvolvimento de miofibroblastos e da vascularidade (angiogênese), e

alterações 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 asmáticos é infiltrada com eosinófilos e células mononucleares,

principalmente linfócitos T CD4+. Os mastócitos, macrófagos e neutrófilos também

estão aumentados em número no tecido pulmonar de pacientes asmáticos nesta etapa

do processo. No lúmen das vias aéreas, o muco está misturado com células efetoras

ativadas, incluindo macrófagos, linfócitos Th2 e eosinófilos. Nos casos mais graves,

ocorre também um aumento substancial no número de neutrófilos. Além disso, essas

alterações estruturais acarretam no comprometimento da função de barreira (física)

do epitélio das vias aéreas (Lukacs, Hogaboam et al. 2001; Cohn, Elias et al. 2004;

Barnes 2011).

As alterações estruturais na parede das vias aéreas e no parênquima pulmonar,

coletivamente referidas como remodelamento, parecem resultar da interação de

mediadores inflamatórios com as células do estroma e células inflamatórias. Fatores

locais, incluindo as células estruturais e a matriz extracelular, respondem à

inflamação de forma característica e coordenada na tentativa de reparar o dano

causado pela inflamação local. Ademais, o espessamento da membrana basal

reticular, como resultado da fibrose subepitelial, acarreta numa redução no diâmetro

do lúmen dessas vias (Cohn, Elias et al. 2004; Lloyd and Robinson 2007; Erle and

Sheppard 2014).

Miofibroblastos derivados do mesênquima apresentam um fenótipo altamente

proliferativo, contrátil e secretor e são normalmente responsáveis por reparar o

tecido após a lesão. Na asma há um aumento substancial de miofibroblastos

subepiteliais que está diretamente relacionado as alterações ocorridas na espessura da

membrana basal reticular. Além das células inflamatórias, células do trato

respiratório contribuem fortemente para o espessamento e obstrução das vias aéreas.
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Destaca-se a hiperplasia e hipertrofia de glândulas mucosas e de células caliciformes

que resultam na hipersecreção de muco, no estreitamento das vias aéreas que podem

levar a sua oclusão total (Lloyd and Robinson 2007). Há também um espessamento

da camada subendotelial como resultado da deposição de colágeno tipo I, II, V assim

como fibronectina, laminina e tenascina. A matriz também apresenta um aumento de

proteoglicanos, elastina e glicosaminoglicanos. Os miofibroblastos estão

hiperplásicos igual às células musculares lisas que passam ocupar até três vezes a

área que ocupam em indivíduos sadios. Além disso, ocorre dilatação dos vasos e

angiogênese, 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 deposição de matriz extracelular parece estar relacionado a

um desequilíbrio entre a síntese e a degradação de matriz. A deposição de colágeno

nos tecidos é controlada pelo balanço entre as metaloproteases de matriz (MMPs),

responsáveis pela degradação de colágeno, e os inibidores teciduais de

metaloproteases (TIMPs). Na asma, o aumento da expressão de TIMP-1 causa

deposição de matriz extracelular e o espessamento da membrana basal pela inibição

da degradação da matriz. A proporção entre MMP-9 e TIMP-1 em asmáticos está

reduzida e se correlaciona com o grau de obstrução das vias aéreas. Além disso, o

fator de crescimento transformador-beta (TGF-β) sintetizado por uma variedade de

células, incluindo células epiteliais, macrófagos, eosinófilos, linfócitos e

fibroblastos, estimula a produção de matriz extracelular. Outras citocinas, incluindo

a IL-13 são consideradas mediadores pró-fibróticos importantes na patogênese da

asma (Cohn, Elias et al. 2004; Lloyd and Robinson 2007; Bai 2010).

O remodelamento tecidual e a inflamação resultam na hiper-responsividade e

obstrução reversível das vias aéreas, que causam falta de ar e simbilância. A hiper-

responsividade é definida como um aumento da resposta de broncoconstricção a

estímulos não-específicos. Essa resposta pode ser avaliada em laboratório com testes

de provocação brônquica utilizando diferentes estímulos, os quais resultam em

diversas implicações clínicas. O mecanismo preciso que controla a hiper-

responsividade brônquica não está bem esclarecido. Sabe-se que a magnitude da

reposta está correlacionada com o nível de inflamação no tecido pulmonar. Outros

fatores, incluindo a redução do diâmetro das vias aéreas, aumento na contratilidade

de células musculares lisas, grau de injúria tecidual, disfunção na regulação

neuronal, aumento na permeabilidade microvascular e mediadores inflamatórios,

também estão envolvidos. Quando as vias aéreas estão estreitadas pelas mudanças
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estruturais, com presença de muco e células inflamatórias no lúmen dessas vias,

estímulos que aumentam a contração de células musculares resultam invariavelmente

em obstrução parcial ou total das mesmas (Cohn, Elias et al. 2004) (Figura 1.5).

Figura 1.5. Fisiopatologia da asma. Recrutamento e ativação de células inflamatórias
nas vias aéreas. A liberação de mediadores inflamatórios resulta em broncoconstrição,
extravasamento do plasma, vasodilatação, hipersecreção de muco, ativação de nervos
sensoriais, hipertrofia e hiperplasia de células musculares lisas e broncoconstrição induzida
por reflexos colinérgicos. Além desses efeitos, ocorrem mudanças estruturais incluindo
fibrose subepitelial, angiogênese, aumento do número 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 terapêuticas na asma

A asma é uma doença altamente heterogênea, o que constitui um desafio

adicional para o desenvolvimento de novas terapias. Essa heterogeneidade deve-se à

combinação de fatores ambientais e genéticos e manifesta-se em muitos níveis

incluindo na etiologia, patogênese, prognóstico, e na resposta ao tratamento (Rolph,

Sisavanh et al. 2006).

Durante as últimas décadas, o tratamento mais utilizado no controle da asma

consiste na combinação de duas classes terapêuticas, os anti-inflamatórios esteroidais

(ex: budesonida, fluticasona) e os agonistas β2-adrenérgicos (ex: salmeterol e

sabultamol). Os glicocorticoides suprimem a inflamação e os agonistas β2-

adrenérgicos impendem a broncoconstricção, prevenindo e evitando a exacerbação

dos sintomas da asma na maioria dos pacientes (Rolph, Sisavanh et al. 2006).

Embora a terapia com agentes glicocorticoides, em geral, apresente êxito no controle

dos sintomas da asma, em pacientes com sintomas persistentes e recorrentes

exacerbações, doses altas são requeridas o que ocasiona graves efeitos colaterais

sistêmicos. Além disso, aproximadamente 5-10% dos indivíduos asmático

permanecem sintomáticos e refratários ao tratamento, apontando para a inequívoca

necessidade de novas alternativas terapêuticas. Outros fármacos 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 avanços no entendimento da imunopatologia

da asma sugerem que terapias biológicas focadas no bloqueio de citocinas podem ser

potencialmente úteis no controle da asma (Pelaia, Vatrella et al. 2012). A terapia

fundamentalmente deve focalizar de forma especial a redução da inflamação e do

remodelamento tecidual, protegendo os pacientes contra a perda progressiva da

função pulmonar.

1.4.1 – Anti-inflamatórios esteroidais

Os glicocorticoides suprimem a inflamação das vias aéreas através da inibição

da expressão de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão, levando à redução do

recrutamento, maturação e ativação de células efetoras importantes na patogênese da

asma (Barnes 2006). Os benefícios do tratamento com glicocorticoides inalados

incluem a redução da obstrução das vias aéreas, das exacerbações da asma e da
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necessidade de internação, melhorando a qualidade de vida de grande maioria dos

asmáticos (Adcock and Barnes 2008).

Os glicocorticoides livres difundem-se através da membrana celular e se ligam

a receptores citoplasmáticos, denominados receptor de glicocorticoides (GR). Essa

interação resulta na ativação do receptor e sua subsequente translocação para o

núcleo, onde a atividade transcricional de genes alvos é modulada por vários

mecanismos, de maneira a estimular (transativação) e reprimir (transrepressão) a

expressão gênica. Na transativação, o complexo receptor-glicocorticoide ativado

forma um dímero e liga-se ao elemento de resposta ao glicocorticoide (GRE) na

região promotora dos genes sensíveis ao esteroide, levando a transcrição dos genes

responsáveis pela codificação de mediadores anti-inflamatórios, assim como anexina-

1, mitógeno proteína quinase ativada fosfatase-1 (MKP-1) e do inibidor do fator

nuclear-κB (IκB). Já na transrepressão, o homodímero receptor-glicocorticoide

ativado interage com moléculas coativadoras que apresentam atividade histona

acetiltransferase (HAT) intrínseca, as quais são ativadas por fatores transcricionais

pró-inflamatórios (como AP-1 e NF-κB), impedindo sua ativação e promovendo a

inibição da expressão dos genes inflamatórios, ativados por estes fatores (Barnes

1998). A acetilação das histonas permite o desenrolar regiões específicas do

DNA,que se encontram enoveladas em proteínas especiais histonas, liberando o

acesso para a ação de fatores de transcrição a região promotora do DNA. A

acetilação é regulada por um balanço entre a atividade das HATs e histona

desacetilase (HDAC). Contudo, os glicocorticoides suprimem a inflamação

principalmente pelo recrutamento da HDAC2 para múltiplos genes inflamatórios

ativados, as quais levam a desacetilação de genes e sua subsequente repressão gênica

(Barnes 2006). Ademais, os glicocorticoides podem exercer efeitos diretos sobre as

células inflamatórias incluindo eosinófilos, linfócitos T e mastócitos. Nos

eosinófilos, os esteroides inibem a liberação de mediadores, a ação permissiva de

citocinas (como IL-5) sobre a sobrevida, contribuindo para redução da eosinofília das

vias aéreas. Os esteroides inibem a ativação dos linfócitos T e bloqueiam a liberação

de citocinas, as quais são importantes no recrutamento e sobrevida de células

inflamatórias envolvidas na patogênese da asma. Nos mastócitos, os esteroides não

parecem ter um efeito direto sobre a desgranulação mastocitária, mas há evidências

de que a exposição reduza o número de mastócito na mucosa (Barnes 1998).

Os glicocorticoides inalados revolucionaram o tratamento da asma. Os

principais fármacos utilizados na clínica são a budesonida e o propionato de
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fluticasona. Contudo esses fármacos podem ser absorvidos no pulmão ou na mucosa

nasal, em doses altas, podem exercer também alguns efeitos sistêmicos. Na asma

grave o uso de glicocorticoides inalados precisa muitas vezes do reforço do

tratamento com a administração também por via oral, o que aumenta os riscos de

efeitos adversos (Barnes 2011; Barnes 2013). Em crianças, os efeitos sistêmicos

podem resultar em inibição do crescimento. Nas mulheres asmáticas, tratadas com

esteroides inalados, ocorrem reduções significativas de densidade mineral óssea,

mesmo em pequenas doses. Ademais, os efeitos benéficos dos glicocorticoides são

frequentemente limitados pelos efeitos colaterais graves incluindo osteoporose,

hiperglicemia, hipertensão, glaucoma, aumento do risco de infecções e supressão da

adrenal (Barnes 2002; Barnes 2013). Além dos efeitos sistêmicos associados ao

tratamento a longo prazo, alguns pacientes asmáticos não respondem ao tratamento

com glicocorticoides sistêmicos e inalados, independente da dose e do período de

tratamento (Chu and Drazen 2005).

A resistência aos efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores dos

glicocorticoides, em pacientes com asma grave, pode estar relacionada a alterações

diversas e até o momento não foram completamente compreendidas. Uma da

evidências é a redução da translocação nuclear de GR-α após ligação ao

glicocorticoide. Outros mecanismos podem induzir resistência aos efeitos dos

glicocorticoides, como a redução do número de GR-α, da afinidade de ligação do

esteroide ao GR-α, da habilidade de GR ligar-se ao DNA, como também o aumento

da expressão de fatores transcricionais pró-inflamatórios, os quais competem pela

ligação no DNA, da expressão de GR-β (inibidor dominante negativo do GR-α) e

redução na expressão e atividade de HDAC2 (Barnes 2013). A redução de C/EBPα

(CCAAT/enhancer binding protein α) nas células musculares lisas de asmáticos

graves é responsável pela perda da função de GR, e subsequente incapacidade do

esteroide de inibir a proliferação dessas células e induzir a formação de mediadores

anti-inflamatórios (Matthews, Ito et al. 2004; Barnes 2006). Além disso, fatores

como o antagonismo do receptor GR, o microambiente de citocinas e a ação de

hormônios também podem contribuir para a resistência ao glicocorticoides . Sabe-se,

por exemplo, que o neuropeptídio pró-inflamatório prolactina, produzido por células

mononucleares, pode atuar como antagonista endógeno do glicocorticoide reduzindo

sua eficácia. Citocinas como o fator de inibição da migração de macrófagos (MIF)

contrapõe os efeitos anti-inflamatórios 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 níveis persistentemente elevados das citocinas IL-2,

IL-4 e IL-13. A adição in vitro destas  citocinas reduz a inibição da proliferação de

linfócito T induzida por dexametasona, o que parece associado à capacidade dessas

citocinas reduzirem a afinidade do esteroide ao receptor GR-α. De fato, um dos

mecanismos melhor descrito de resistência envolve a participação da enzima p38

MAP quinase (p38 MAPK), ativada pelas proteínas descritas acima, promovendo a

fosforilação do receptor GR-α via p-38 MAPK. O entendimento de toda a base

molecular de resistência ao glicocorticoide em pacientes com asma grave pode

contribuir para o desenvolvimento racional de novas abordagens terapêuticas (Barnes

1998; Marwick, Ito et al. 2007; Adcock, Marwick et al. 2010; Yim and Koumbourlis

2012).

1.4.2 – Agonistas β2-adrenérgicos

Os agonistas β2 atuam como broncodilatadores que ativam diretamente os

receptores β2 nas células musculares lisas das vias aéreas. A função dos receptores β

no pulmão é regulada por vários mecanismos que afetam o controle do tônus da

musculatura lisa peribrônquica e outras importantes respostas da asma. Esses

fármacos são antagonistas funcionais e podem prevenir e reverter os efeitos de

substâncias bronconstrictoras diversas, incluindo leucotrieno (LT) D4, acetilcolina,

bradicinina, prostaglandinas (PG), histamina e endotelinas (Moore, Calder et al.

2003).

Os receptores β2 são amplamente distribuídos nas vias aéreas e estão presentes

em diversos tipos celulares que participam da patogênese da asma (Barnes 2011).

Após a ligação desses agonistas ao adrenoreceptor β2, a adenilato ciclase é

estimulada pela subunidade βγ da proteína Gs, e converte a adenosina trifosfato

(ATP) em adenosina 3,5’-monofosfato cíclica (AMPc), a qual ativa a proteína kinase

A (PKA). Essa enzima promove o relaxamento do músculo liso através da

fosforilação da cadeia leve da miosina e pela abertura de canais de cálcio (Ca 2+)

dependente de potássio (K+), aliviando a broncoconstricção na asma (Holgate and

Polosa 2008). Além disso, os agonistas β2 inibem a neurotransmissão colinérgica nas

vias aéreas humanas, reduzindo a broncoconstricção induzida por essa via. Alguns

estudos também demonstraram que os agonistas β2-adrenérgicos aumentam a

condutância de canais de K+ das vias aéreas, provocando hiperpolarização e

relaxamento da membrana. Em parte, isso ocorre por mecanismos independentes da



18

atividade da adenilato ciclase e da produção subsequente de AMPc (Moore, Calder et

al. 2003; Holgate and Polosa 2008; Barnes 2011).

Os agonistas β2, com poucas exceções, são administrados diretamente nas vias

aéreas por inalação e podem ser classificados em agentes de ação curta ou longa. Os

agonistas de curta duração (≈ 4 h), incluindo albuterol e o levalbuterol, são usados

para o alívio sintomático da asma, enquanto os agonistas de longa duração (> 12 h),

incluindo salmeterol são usados profilaticamente no controle da doença, diminuindo

a frequência e o número de exacerbações (Barnes 2004).

Os agonistas β2 são até hoje os broncodilatadores mais eficazes no tratamento

da asma e exercem pouco ou nenhum efeito sobre o processo inflamatório. Alguns

estudos relatam que a estimulação desses receptores inibe a função de células

inflamatórias, incluindo mastócitos, eosinófilos e linfócitos. Como dito, a

estimulação dos receptores β2-adrenérgicos provoca elevação do AMPc, o que

desencadeia uma série de reações que levam à inibição da liberação de mediadores

inflamatórios importantes na patogênese da asma. No entanto, o tratamento crônico

com um agonista β2 frequentemente leva à dessensibilização do receptor e à redução

dos seus efeitos. A velocidade e o grau de dessensibilização desses receptores

dependem do tipo celular. Por exemplo, os receptores β2 das células musculares lisas

das vias aéreas são relativamente resistentes a dessensibilização, enquanto os

receptores de mastócitos, linfócitos e eosinófilos são rapidamente dessensibilizados

após a exposição de um agonista (Moore, Calder et al. 2003; Kandeel, Balaha et al.

2013). Isso pode explicar porque existem poucas evidências de que esses fármacos

sejam eficazes em inibir a inflamação das vias aéreas associada com a asma. É

importante ressaltar que vários estudos realizados recomendam que o tratamento da

asma com um agonista do receptor β2-adrenérgico deve ser sempre acompanhado do

uso de anti-inflamatórios (GINA 2014).

Os agonistas de receptores β2-adrenérgicos são a terapia de escolha para o

controle da broncoconstricção na asma. Contudo, sua utilização é limi tada pelos

efeitos adversos e pela dificuldade de adequação ao tratamento apresentada por

alguns pacientes. Os efeitos adversos estão associados a doses altas dos agonistas β2-

adrenérgicos, seja por via oral ou inalatória. Os efeitos mais frequêntes são tremores,

câimbras musculares, taquicardias e distúrbios metabólicos (Lipworth 2007).
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1.4.3 – Antagonistas do receptor de cisteinil leucotrienos (CysLT)

Os CysLTs são potentes broncoconstritores das vias aéreas, e induzem o

extravasamento de plasma. Há evidências, que os CysLTs podem promover a

inflamação eosinofílica e aumentar a secreção de muco. Os antagonistas dos

receptores de CysLT1, montelukast, pranlukast e zafirlukast, bem como o inibidor da

síntese de leucotrienos, zileuton são medicamentos eficazes no controle da

broncoconstricção. Estudos clínicos demonstraram que esses fármacos melhoram os

sintomas da asma, função 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 fármacos é que eles são eficazes por

via oral e não apresentam efeitos adversos sérios (Lazaar and Panettieri 2004).

1.4.4 – Inibidores de fosfodiesterase (PDE) 4

As fosfodiesterases (PDEs) são um grupo de 11 superfamílias de

metalofosfohidrolases estruturalmente relacionadas, mas funcionalmente distintas

(PDE1 à PDE11), que estão envolvidas na degradação dos nucleotídeos ciclícos

purinérgicos (AMPc e GMPc) (Houslay and Baillie 2005). A diversidade molecular

das PDEs está associada à regulação específica e funcionalmente importante de

processos fisiológicos e patológicos, e tem estimulado a indústria farmacêutica a

desenvolver inibidores para 9 das 11 famílias de PDEs (Lazaar and Panettieri 2004;

Maurice, Ke et al. 2014).

A fosfodiesterase (PDE) do tipo 4 é a isoforma predominante nas células

estruturais, inflamatórias 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 importância do AMPc é evidenciada

pela multiplicidade de PDEs, codificadas pelo genoma humano, que o hidrolisam, e

sua extrema conservação entre espécies durante as pressões evolutivas (Houslay and

Baillie 2005). A PDE4 é encontrada em diversos tipos de células e tecidos, incluindo

leucócitos, músculo liso das vias aéreas e vasculares, endotélio e cérebro. O

envolvimento da PDE4 em processos patológicos associados com esses tecidos

sugere um potencial ponto de intervenção farmacológica em diversas desordens

inflamatórias, vasculares, angiogênicas e neurológicas (Houslay and Baillie 2005).
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Através da modulação dos níveis de AMPc, a PDE4 regula a resposta de leucócitos

incluindo ações pró-inflamatórias de monócitos, células T, eosinófilos e mastócitos.

Além de regular a contração do músculo liso das vias aéreas e vasculares, e a

sinalização de neurotransmissores (como N-metil-D-aspartato – NMDA). Estudos

mostram que células de pacientes atópicos apresentam um aumento na expressão de

PDE4 (Barnes 2004). Deste modo, a família das fosfodiesterases do tipo 4 tem

atraído considerável interesse nas últimas décadas como alvo no tratamento da asma

e da doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) (Figura 1.6).

Figura 1.6. Amplo espectro de efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores dos
inibidores de PDE4 na asma. Esses inibidores suprimem o recrutamento e ativação de
células inflamatórias, e a hiperplasia e hipertrofia de células estruturais, aspectos cruciais na
fisiopatologia da asma. Adaptado de Currie et al. 2008, Britsh Journal Clinical
Pharmacology.
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A teofilina é um inibidor não seletivo da PDE, utilizado no tratamento da

asma e da DPOC por mais de 70 anos. A inibição indiscriminada de enzimas PDEs

leva ao aumento dos níveis de AMPc e guanosina monofosfato ciclica (GMPc) em

vários órgãos e tecidos incluindo: pulmão, rins, cérebro, coração, pâncreas e fígado,

resultando em uma gama de efeitos adversos. Apesar das limitações, o uso da

teofilina é recomendado para pacientes com asma grave (não-controlada ou resistente

a corticoide) e DPOC (Currie, Butler et al. 2008; Barnes 2010) (Figura 1.7).

Vários projetos de desenvolvimento de inibidores de PDE4 estão sendo

implementados por grandes laboratórios de pesquisa no mundo, visando o tratamento

de doenças respiratórias incluindo asma, baseados em achados que indicam efeitos

marcados sobre características cruciais da doença, tais como inibição do

recrutamento e ativação de células inflamatórias, além de benefícios sobre a função

pulmonar em resposta a estímulos 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 os

inibidores seletivos da PDE4. Muitos compostos foram subsequentemente

desenvolvidos, e a família 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 exacerbações e melhorando a função pulmonar (Houslay and

Baillie 2005; Currie, Butler et al. 2008). Bousquet e cols mostraram que o tratamento

com 500 µ g do inibidor de PDE4 roflumilast por via oral, uma vez ao dia foi

comparável a inalação de 400 µ g do glicocorticoide beclometasona três vezes ao dia,

melhorando a função 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 terapêutico quando comparado aos glicocorticoides

inalados (Bousquet, Aubier et al. 2006).
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Contudo, o potencial terapêutico dos inibidores de PDE4 tem sido limitado

pelos efeitos adversos de náuseas e vômitos, observados em humanos e em várias

espécies de animais após a administração de compostos estruturalmente diversos. O

principal desafio no desenvolvimento de nova geração de inibidores da PDE4 é

melhorar o índice terapêutico dessa classe de compostos. O entendimento da

farmacologia básica dos inibidores de PDE4 é 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 catalítica das 4 subfamílias da PDE4 pode adotar dois estados

conformacionais distintos. Esses dois estados conformacionais, nos quais o inibidor

específico rolipram apresenta alta e baixa afinidade, foram inicialmente investigados.

Hirose e cols sugeriram que a ocupação do sítio de ligação de alta afinidade do

rolipram no sistema nervoso central seria responsável , 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

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



23

PDE4D apresentam redução do tempo de anestesia induzida por ketamina e xilazina

(comportamento correlacionado com os efeitos eméticos em roedores) em

comparação com os animais controles, o que não acontece com camundongos

deficientes de PDE4B, principal subtipo associado aos efeitos anti-inflamatórios.

Além disso, a atividade no tronco cerebral sensível ao rolipram reduziu em

camundongos deficientes de PDE4D.  Isto sugere que os efeitos adversos desses

inibidores estejam associados à inibição 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 clínico desses compostos e reduzir

efeitos colaterais estão o tratamento através da via inalatória, e/ou o desenvolvimento

de inibidores não-eméticos de PDE4 pela inibição seletiva da PDE4B (Houslay,

Baillie et al. 2007; Lynch, Baillie et al. 2007; Hoymann, Wollin et al. 2009) . Neste

contexto, o Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas

(LASSBio®-UFRJ), principal parceiro no desenvolvimento desta tese, tem

acumulado grande experiência na identificação e compreensão das razões

moleculares de novos protótipos anti-inflamatórios, especialmente aqueles que

apresentam padrão estrutural N-acilidrazônico (Fraga and Barreiro 2006) e

sulfonamídico (Lima, Ormelli et al. 1999).

1.5 – Derivados N-metil-N-acilhidrazônicos (NAHs)

A função N-acilidrazona tem sido descrita como grupamento farmacofórico de

muitos protótipos com propriedades anti-inflamatórias (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

importância e aparecimento recorrente em substâncias bioativas de diferentes classes

terapêuticas têm indicado o caráter “privilegiado” da função N-acilidrazona (Duarte,

Barreiro et al. 2007), cuja adequada modulação dos substituintes em posições

específicas favorece a interação seletiva com o biorreceptor-alvo. O perfil

antiinflamatório evidenciado para vários derivados N-acilidrazônicos funcionados

estimulou  a construção de uma nova família combinatória racional de 8 compostos

dessa classe, gerados com foco na N-metilação regioseletiva do N-sp3 da função

amida dessa subunidade estruturaL. A N-metilação dessa nova família planejados a

partir de conhecidos inibidores da PDE4, como a zardaverina (Figura 1.8), resultou

na inibição dessa enzima em faixas sub-micromolar (Tabela 1.1), principalmente
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devido às mudanças conformacionais induzidas pelo grupo metila, permitindo uma

melhor interação da carbonila com os metais do sítio catalítico, requisito essencial à

atividade inibitória (Figura 1.9)(Kummerle, Schmitt et al. 2012).

Figura 1.8.  Planejamento estrutural de novos derivados N-metil-N-

acilhidrazônicos 3,4-dimetoxifenila.

Figura 1.9.  Interação do LASSBio-1359 com a PDE4. Ancoramento  molecular das

N-metil-N-acilidrazonas sobre a PDE4 indicaram a importância do grupo metila para a

atividade inibitória. Estudo de ancoramento foi realizado através do programa FlexX.

Zadarvarina
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A capacidade dos derivados NAHs de inibir a PDE4 foi avaliada previamente

em colaboração com a Dra. Claire Lugnier da Université Louis Pasteur, utilizando a

enzima purificada a partir de aorta bovina (Lugnier, Schoeffter et al. 1986), no

âmbito de um acordo de cooperação internacional do programa CAPES/COFECUB.

Os compostos foram avaliados a uma concentração inicial de 10 μM e os resultados

foram determinados de acordo com o percentual de inibição da hidrólise do substrato

natural AMPc (Tabela 1.1)(Lugnier, Schoeffter et al. 1986; Kummerle, Schmitt et al.

2012). Os efeitos anti-inflamatórios dos NAHs também foram avaliados previamente

in vitro, pelo mesmo grupo, através do efeito desses derivados sobre a supressão da

liberação do Fator de Necrose Tumoral alfa(TNF-α) induzida por LPS em células

mononucleares, obtidas do sangue periférico de indivíduos saudáveis. Esses

derivados também demonstraram forte inibição da liberação de TNF-α, com valores

de IC50 que variam 0,52 - 1,75 µM (Tabela 1.1)(Kummerle, Schmitt et al. 2012).

Compostos
PDE4 TNF-α

% inibiçãoa IC50
b (nM) % inibiçãoc EC50

b (µM)

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

LASSBio-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

Tabela 1.1. Inibição da atividade da enzima PDE4 e da liberação de TNF-α.

a, c Percentual de inibição da atividade da PDE4 e da liberação de TNF-α após a preincubação derivados

NAH na concentração de 10 µM; b,d IC50 e EC50 foram calculados por regressão linear (coeficiente de

correlação r= 0.95) e representam o valor médio de três determinações, o erro experimental é por volta

de 15%.
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II – OBJETIVOS

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar as propriedades

farmacológicas dessa nova série de derivados NAHs inibidores de PDE4 em modelos

experimentais visando definir seu potencial terapêutico no controle da asma.

2.1 – Objetivos específicos

2.1.1 - Avaliar o efeito dos derivados NAHs, administrados por via oral, sobre

alterações inflamatórias 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

alterações inflamatórias, hiper-reatividade de vias aéreas, produção de muco e

remodelamento pulmonar induzidos por alérgenos distintos, tais como ovoalbumina e

extrato de ácaro;

2.1.3 – Ranquear os compostos mais promissores da série com base em critérios de

eficácia e abrangência de efeitos nos diferentes parâmetros de disfunção pulmonar

asmática, tendo o inibidor de PDE4 cilomilast como referência;

2.1.4 – Estudar o efeito dos compostos selecionados diretamente sobre alvos

celulares como linfócitos e fibroblastos visando definir mecanismo de ação;

2.1.5 – Avaliar o potencial de indução de êmese dos compostos selecionados, em

comparação a inibidores referências de PDE4.
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III – METODOLOGIA

3.1 – Animais

Foram utilizados camundongos A/J machos/fêmeas 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 Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ) (Licença LW-23/10).

Todos os animais foram acondicionados em grupos de 5 por caixa, no biotério do

pavilhão Ozório de Almeida com temperatura e umidades controladas (21 ± 2 ºC, 50

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

3.2 – Compostos

Os derivados NAHs, LASSBio-1359, LASSBio-1366, LASSBio-1372,

LASSBio-1379, LASSBio-1386, LASSBio-1393, LASSBio-1406 e LASSBio-1407

foram fornecidos pelo Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Biotivas,

sob a responsabilidade do Profº. Dr. Arthur E. Kümmerle durante sua tese de

doutorado, sob orientação do e Profº. Dr. Carlos Alberto Manssour. O rolipram

(R6520) e cilomilast (SML0733) foram obtidos da Sigma®. As soluções foram

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

3.3 – Modelos de inflamação pulmonar

3.3.1 – Ensaio de inflamação pulmonar induzida por LPS

Camundongos A/J fêmeas foram anestesiados com aerossol de halotano e estimulados

por instilação nasal com LPS (25 μg/25 μl) (controle positivo) ou salina (controle negativo)

18 h antes dos ensaios biológicos. Os tratamentos foram realizados por via oral 1 h antes do

desafio. Os compostos foram diluídos em Tween 80 (0,2 %) e salina.

3.3.2 – Modelo de asma induzida com ovoalbumina (OVA)

Camundongos A/J machos foram imunizados nos dias 0 e 7 com injeção

subcutânea (0,2mL de solução/animal) de 50 µg OVA (grau V; sigma) e 5 mg de

hidróxido de alumínio em salina estéril (0,9%). Os desafios foram iniciados sete dias

após a imunização, sendo realizados uma vez por semana durante 4 semanas por
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instilação nasal com 50 µg de OVA em 25 µ L de salina/animal. O grupo controle

negativo foi instilado apenas com salina no volume de 25 µ L /animal. Os tratamentos

foram efetuados na terceira e quarta semana por via oral, 1 h antes de cada

provocação antigênica. Os compostos foram diluídos em 0,2% de Tween 80. As

análises foram realizadas 24 h após a última provocação antigênica (36º dia).

3.3.3 - Protocolo de provocação antigênica com extrato proteico de ácaros da

poeiradoméstica (HDM)

Camundongos A/J machos "naives" foram desafiados, por via intranasal, com

25 µ L de uma solução contendo 25 µ g de extrato proteico de ácaros purificado de

Dermatophagoides pteronyssinus (Greer Laboratories) em PBS estéril, três vezes por

semana, em dias alternados, durante três semanas consecutivas (Cheng, Lee et al.

1998; Singh, Daniels et al. 2003). O tratamento com os compostos foi realizado por

via oral e através de aerossol durante 6 dias consecutivos apenas na última semana de

desafios. Quando o tratamento coincidiu com os dias de provocação antigênica, a

administração dos compostos foi realizada 1 h antes do desafio com HDM. O grupo

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

3.4 – Pletismografia barométrica de corpo inteiro - avaliação da resistência e

elastância 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 sódio (60

mg/Kg i.p.), e as traqueias foram expostas e incisionadas transversalmente entre dois

anéis fibrosos, por onde foi introduzida uma cânula de traqueostomia, conectada a

um ducto em linha com um respirador artificial, transdutor de pressão e aerolizador.

Os animais foram então tratados com bloqueador neuromuscular (Brometo de

Pancurônio- 0,04 mg/por animal) e ventilados mecanicamente. Para analisar o

desenvolvimento da hiper-reatividade das vias aéreas (resistência e a complacência

pulmonar), os animais foram submetidos sequencialmente ao aerossol de PBS e

concentrações crescentes de metacolina (3, 9 e 27 mg/mL) em intervalos de 5 min.
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3.5 – Análise 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 traqueia dissecada e canulada. O lavado broncoalveolar foi obtido

por duas (LPS) ou três (HDM) lavagens consecutivas de 0,75 mL de PBS contendo EDTA

(10mM). Os lavados foram, então, submetidos à centrifugação (1500 rpm por 10 min), o

sobrenadante foi recolhido e ao “pellet” obtido foram adicionados 250 L de PBS + EDTA

(10 mM), para as contagens de leucócitos total e diferencial. A contagem de leucócitos totais

foi realizada em câmara de Neubauer através de microscopia de luz (objetiva de 10), diluindo-

se uma alíquota da suspensão de células proveniente do lavado em líquido de Türk (1:10). A

contagem diferencial foi realizada em citoesfregaços, centrifugados a uma rotação de 350

rpm, por 5 min (Incibrás), e posteriormente corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa.

A avaliação foi feita em microscópio de luz com objetiva de imersão em óleo (objetiva de

100).

3.6 – Quantificação de citocinas do tecido pulmonar

Os pulmões dos camundongos AJ foram removidos e perfundidos com 20 mL

de salina através do coração.  Uma parte do pulmão foi pesada e macerada com 1 mL

de solução de PBS (1x), Triton X-100 (1%) e Complete. Após centrifugação 3500

rpm por 10 min à 4 ºC, o sobrenadante foi recolhido e armazenado para posterior

quantificação de citocinas.

A produção das citocinas IL-4, IL-13, IL-17, eotaxina-2, KC (BioSource),

IFN-γ, eotaxina-1 e IL-5 (R&D) foi detectada com auxílio da técnica de ELISA

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). O anticorpo capturador (100 µ L por poço)

foi usado para recobrir a placa de 96 poços, a qual permaneceu incubada em

temperatura ambiente por 18 h à 4ºC. A placa foi lavada em tampão contendo

bicarbonato e tartrazine, e bloqueada para ligações inespecíficas com PBS-BSA 1 %

(250 µ L por poço) por 1h a 20 ºC e permaneceu com o anticorpo capturador durante

1 h. Após esta incubação outra lavagem foi realizada, seguida da aplicação por 1 h a

4 ºC das amostras e dos padrões com diluições seriadas, conforme recomendação do

fabricante. Na sequencia, a placa foi então lavada para adição do anticorpo de

detecção conjugado, permanecendo incubado por 1 h. Após 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 reação foi interrompida com H2SO4 nas concentrações
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indicadas nos kits. Os resultados obtidos foram corrigidos por mg de tecido

pulmonar.

3.7 – Ensaio de detecção de peroxidase de eosinófilos (EPO)

Os pulmões foram removidos e perfundidos com 20 ml de salina/EDTA (20

mM). Os pulmões foram colocados em 5% de suspensão de HBSS (Solução

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 ºC. As hemácias foram removidas por

lise hipotônica. As células em suspensão foram então, novamente centrifugadas a

3500 rpm durante 10 min. Ao pellet obtido foram adicionados uma solução de HBSS

contendo 0,05% de HTAB (Hexadeciltrimetilbrometo; Sigma Chemical Co.) (pH

7,4). Essa suspensão foi submetida a choque térmico para lise das células, em três

etapas de congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido. Ao final, a

suspensão foi centrifugada, e o sobrenadante recolhido. As amostras foram

plaqueadas e, em seguida foi adicionado o substrato contendo OPD (o-

fenildiaminodiidrocloreto; Sigma Chemical Co.) na concentração de 1.5 mM e

peróxido de hidrogênio 6.6 mM, diluídos em 0.05 mM Tris-HCl (pH 8.0). A reação

foi interrompida após 30 min com a adição de H2SO4 (4 M).  A leitura de densidade

ótica (DO) foi feita no espectrofotômetro (Titertek Multiscan) no comprimento de

onda de 492 nm

3.8 – Análise morfométrica do tecido pulmonar

Os pulmões dos animais foram removidos 24 h após o último desafio

antigênico e fragmentos destes foram, imediatamente, fixados em formalina-

Milloning e posteriormente, incluídos em parafina (Carson, Martin et al. 1973).

Secções de 3 µm foram submetidas a diferentes técnicas de coloração para

identificação e análise i) do infiltrado celular (Sirius Red pH 10.2), ii) da produção

de muco pelas células caliciformes do epitélio brônquico (Ácido Periódico de Schiff

– PAS) e iii) Fibrose subepitelial (Tricrômico de Gomori).
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3.8.1 – Avaliação do infiltrado eosinofilico e neutrofílico peribronquiolar

A analise histomorfométrica foi realizada em secções coradas com sirus red

pH 10,2 com auxílio de microscópio de luz, contendo retículo morfométrico acoplado

à ocular e objetiva de 100 x. O reticulo moformétrico contendo 100 pontos foi

posicionado em regiões periféricas que tangem às vias aéreas, permitindo quantificar

o número de neutrófilos e eosinófilos peribronquiolares. Essa avaliação foi feita em

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

3.8.2 – Avaliação da fibrose subepitelial e da produção de muco por morfometria

digital

A quantificação da fibrogênese subepitelial foi realizada por morfometria

digital com o auxílio de um microscópio de luz (Olympus BX50) acoplado a uma

câmera de vídeo. Para análise das imagens utilizou-se o programa Image Pro-Plus.

As imagens das vias aéreas coradas com tricômico de Gomori e PAS + foram obtidas

com auxílio de um microscópio de luz (objetiva com aumento de 400x). Para análise

demarcou-se a região que circundava a membrana basal das via aéreas, excluindo o

epitélio e os alvéolos, para quantificação da fibrose subepitelial e, a região do

epitélio bronquiolar para quantificação de muco.

3.9 – Cultura de fibroblastos pulmonares

Camundongos "naives" foram sacrificados em câmera de CO2. Após

toracotomia, em condições assépticas, os pulmões foram perfundidos através do

coração com 20 mL de PBS estéril (Sigma Chemical Co.). Os pulmões foram, então,

removidos e cortados em pequenos pedaços para passarem posteriormente por 2

etapas de digestão enzimática/mecânica. Cada uma consistiu na incubação dos

fragmentos de tecidos pulmonar com colagenase tipo 1ª (1 mg/mL; Gibco BRL), sob

agitação, 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 UI/mL) e estreptomicina (0,1 mg/mL) e adicionado a garrafas de cultura de 75

cm2 (Corning  Costar Corporation). As células foram mantidas em cultura de

monocamadas até a confluência e tripsinizadas com uma solução de tripsina 0,125%

(Gibco BRL) e EDTA 0,02% (Sigma Chemical Co.). A população celular foi
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caracterizada, após a terceira tripsinização, pela expressão de α-actina de músculo

liso através de imunocitoquímica.

3.9.1 – Avaliação da resposta proliferativa

Após a terceira passagem, as células foram submetidas ao processo de

tripsinização (Tripsina 1,25 g/l + EDTA 0,2 g/l), contadas em câmara de Neubauer e

plaqueadas em placas de 96 poços na concentração de 12,5 x103 células/poço. Para a

análise da proliferação celular foi utilizada a técnica de incorporação de timidina

[+3H]. Vinte e quatro horas após o plaqueamento, as células foram incubadas com os

compostos LASSBio-1406, LASSBio-1407, Cilomilast (1, 10 e 100 µM) e, em

seguida, estimuladas com IL-13 (40 ng/mL). Após 20 h foram adicionados 0,5 μCi de

timidina [+3H] (Metil-3H-Timidina; Amersham) e, feita incubação por 4 h. O DNA

marcado foi transferido para um filtro que posteriormente, foi imerso em líquido de

cintilação. A taxa de timidina incorporada ao DNA celular foi avaliada por

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

3.9.2 – Quantificação de MCP-1 no sobrenadante de fibroblastos.

Fibroblastos pulmonares obtidos de camundongos naive foram plaqueados na

densidade de 25 x 104 células por poço, em placas de 6 poços. Vinte e quatro horas

após o plaqueamento, as células foram incubadas com os compostos LASSBio-1406,

LASSBio-1407, Cilomilast (1, 10 e 100 µM) e, em seguida, estimuladas com IL-13

(40 ng/mL). O sobrenadante foi recolhido 24 h após a estimulação para quantificação

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

3.9.3 – Viabilidade celular

Para a avaliação da viabilidade celular foi utilizado o ensaio colorimétrico

com base na utilização do reagente 3-(4,5-dimetiltiazol-2-metil)-2,5-

difeniltetrazolium brometo (MTT). Para tanto as células foram t ripsinizadas, e em

seguida adicionadas a placas de 96 poços, na densidade de 2 x 10 4 células por poço.

Uma hora após, os compostos foram adicionados e incubados por 21 h. Em seguida,

foi adicionado a solução de MTT (0,5 mg/mL) e as células foram incubadas durante 3

h. Após esse período a placa foi centrifugada à 4000 rpm por 3 min à 4°C. O
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sobrenadante foi descartado e os cristais residuais dissolvidos com DMSO 100%. A

análise da densidade ótica foi realizada em espectrofotômetro a 540nm.

3.10 – Ensaio de avaliação da atividade de linfócitos in vitro

Linfonodos cervicais, axilares e inguinais retirados dos camundongos

DO11.10 (TCR Tg), transgênicos 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 104 células/poço) (n=4) e estimuladas com OVA (0.5

mg/ml por poço) ou veículo (PBS 1 %), na presença ou ausência de concentrações

crescentes de cilomilast, LASSBio-1386, LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (0.1-100

µM) ou dexametasona (100 µM) por 72 h, 37ºC e 5% CO2. O sobrenadante das

células foi recolhido 72 h após a estimulação para análise de secreção de citocinas

(ELISA), como descrito anteriormente. Os resultados obtidos foram expressos em

quantidade de citocina (pg) por volume de sobrenadante recolhido.

Para a análise da proliferação e apoptose de células T, células foram

permeabilizadas e marcadas com iodeto de propídeo de acordo com as instruções do

kit e analisadas no citômetro de fluxo (FACS Calibur). O iodeto de propídeo

intercala o DNA, permitindo uma análise das fases do ciclo celular e da degradação

deste, resultado característico da apoptose.

3.11 - Protocolo de anestesia mediada por receptor adrenérgico α2.

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 injeção

intraperitoneal de citadina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), 15 min depois da

administração oral dos derivados NAHs. Depois de colocados em decúbito dorsal, o

tempo para recuperar os reflexos foi usado como o tempo de duração da anestesia.
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3.12 - Análise estatística

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e

analisadas estatisticamente através do teste de análise de variância (ANOVA),

seguido pelo teste t de Newman-Keuls Student. As avaliações dos parâmetros de

resistência e elastância 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.
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IV – RESULTADOS

4.1 – Efeito dos novos derivados NAH sobre a inflamação pulmonar induzida por

Lipopolissacarídeo (LPS) em camundongos.

O modelo de inflamação induzida por LPS tem sido extensivamente usado

como ponto inicial  para investigar o efeito de compostos em doenças respiratórias

como asma e DPOC. O LPS, componente principal da membrana externa de bactérias

gram-negativas, leva à ativação de receptores Toll-like (TLR)4 e subsequente

indução de uma resposta inflamatória local. O LPS induz um acúmulo de células,

principalmente neutrófilos, nas secreções respiratórias, 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 inflamação pulmonar

induzida por LPS, realizamos a primeira triagem in vivo de uma nova série de

derivados NAH, sujeito principal desta tese, tendo como referências os inibidores de

PDE4 rolipram e cilomilast.

A administração intranasal de LPS (25 µ g/animal) induziu um aumento da

produção de TNF-α e IL-6 (Tabela 4.1 e 4.2), um significativo acúmulo de leucócitos

recuperados do lavado broncoalveolar (BAL), caracterizado predominante por células

neutrofílicas  (87%), e subsequente aumento da hiper-reatividade das vias aéreas.

Como esperado, o tratamento com rolipram inibiu a produção de TNF-α e IL-6

(Tabela 4.2) em 69% e 54%, respectivamente. Enquanto o cilomilast aboliu a

produção de IL-6  (100%) e inibiu a produção de TNF-α em 84 %. Tanto o rolipram

quanto o cilomilast foram efetivos em inibir a neutrofília induzida pela administração

intranasal de LPS e a hiper-reatividades das vias aéreas. Os tratamentos orais com os

derivados  NAHs, com exceção do LASSBio-1359 e LASSBio-1393, foram tão

eficazes quanto o rolipram em inibir a produção de TNF-α e IL-6 (Tabela 4.2). Sendo

que os LASSBio-1366, LASSBio-1359 e LASSBio-1407 foram tão efetivos quanto o

cilomilast, inibindo a produção TNF-α e IL-6 em valores que variaram de 80 à 100%

(Tabela 4.1 e 4.2).
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Tabela 4.1. Efeito  da administração oral de cilomilast (10 μmol/kg, 3 mg/kg) sobre a inflamação pulmonar induzida por LPS.

Célula x103/BAL AUC0-27

Estímulo Tratamento
aTNF-α

(pg/mg)

aIL-6

(pg/mg)

Leucócito

Totala
Neutrófilosa a,bResistância a,bElastância

Salina -------- 4.6 ± 0.2 5.6 ± 0.7 45.0 ± 5.0 0.6 ±   0.03 78.9 ± 4.3 1893± 191.7

LPS + Tween 80 0,2% 7.7 ± 0.8+ 8.2 ± 0.1+ 308.3 ± 23.0+ 260.0 ± 14.3+ 115.8 ± 14.0+ 3535 ± 215.3+

+ Cilomilast 5.1 ± 0.7* 5.5 ± 0.8* 193.8 ± 25.3* 148.5 ± 19.8* 71.5 ± 8.2* 2005 ± 266.2*

aValores representam a média ± erro padrão da média (EPM) de pelo menos 6 animais. b Área sob a curva (AUC)  formada pela aerossolização

de concentrações crescentes de metacolina de 0 mg/ml a 27 mg/ml (AUC0-27), retirados da avaliação de resistência e elastância pulmonar. LPS

(25 μg/25 μl) 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 veículo.
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Tabela 4.2. Efeito da administração oral de rolipram (45 μmol/kg, 10 mg/kg) ou dos

derivados N-metil-N-acilhidrazônicos (100 μmol/kg, 30-35 mg/kg) sobre a produção de TNF-

α e IL-6 induzida por LPS no tecido pulmonar, 18 h pós-desafio.

Estímulo Tratamento

aTNF-α

(pg/mg)
Inibição

(%)

aIL-6

(pg/mg)
Inibição

(%)

Salina ------- 5.3 ± 1.4 - 7.5 ± 1.7 -

LPS + Tween 80 0,2% 17.0 ± 1.8+ - 37.0 ± 3.0+ -

+ Rolipram 8.9 ± 1.3* 69 20.9 ± 2.8* 54

+ LASSBio-1359 11.6 ± 1.4* 46 21.2 ± 2.3* 53

+ LASSBio-1366 8.3 ± 0.3* 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 12.9 ± 2.4 35 35.2 ± 2.7 6

+ LASSBio-1406 8.2 ± 2.8* 75 25.8 ± 4.1 * 38

+ LASSBio-1407 5.3 ± 0.8* 100 7.9 ± 1.5* 99

aValores representam a média ± EPM de pelo menos 6 animais por grupo. LPS (25 μg/25 μL) 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 número de neutrófilos

recuperados no BAL (50% a 77%)(Tabela 4.3). Sendo que os compostos LASSBio-

1359, LASSBio-1379 e LASSBio-1406 foram mais efetivos que o rolipram e

cilomilast em inibir o acumulo de leucócitos totais e neutrófilos no BAL (Tabela 4.1;
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tabela 4.3). Todos os análogos estudados inibiram significativamente as respostas de

resistência e elastância pulmonar aumentadas após exposição ao LPS como mostrado

na tabela 4.4. O destaque aqui foi o LASSBio-1366, tão eficaz quanto os compostos

de referência, prevenindo a hiper-reatividade das vias aéreas, evidenciada pelo

aumento da  resposta de resistência e elastância pulmonar em  92% e 79 %,

respectivamente (Tabela 4.4).

Tabela 4.3. Efeito da administração oral de rolipram (45 μmol/kg, 10 mg/kg) ou dos derivados N-

metil-N-acilhidrazônicos (100 μmol/kg, 30-35 mg/kg) sobre o número de células recuperadas do

BAL 18 h pos-desafio.

Estímulo Tratamento
Leucócitos totais

(x103/BAL)

Inibição

(%)

Neutrófilo

(x 103/BAL)

Inibição

(%)

Salina -------- 65.8 ± 3.9 - 3.1 ±   1.0 -

LPS + Tween 80 0,2% 480.5 ± 46.2+ - 416.0 ± 40.7+ -

+ Rolipram 191.3 ± 39.7* 70 128.1 ± 30.0* 70

+ LASSBio-1359 177.1 ± 14.5* 73 136.2 ± 14.5* 68

+ LASSBio-1366 262.5 ± 10.0* 53 209.2 ±    6.7* 50

+ LASSBio-1372 222.9 ± 32.5* 62 138.3 ± 23.4* 67

+ LASSBio-1379 192.9 ± 26.6* 69 193.1 ± 31.5* 54

+ LASSBio-1386 145.0 ± 9.7* 81 136.6 ±    7.9* 68

+ LASSBio-1393 211.9 ± 28.4* 65 167.2 ± 26.4* 60

+ LASSBio-1406 179.7 ± 17.6* 73 99.4  ± 11.2* 77

+ LASSBio-1407 264.6 ± 23.5* 52 197.0 ± 11.3* 53

aValores representam a média ± EPM de pelo menos 6 animais por grupo). LPS (25 μg/25 μL)

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 veículo.
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Tabela 4.4. Efeito da administração oral de rolipram (45 μmol/kg, 10 mg/kg) ou dos derivados N-

metil-N-acilhidrazônicos (100 μmol/kg, 30-35 mg/kg) sobre  a hiper-reatividade das vias aéreas

(alterações de resistência e elastância pulmonar) em resposta a concentrações crescentes de

metacolina (0, 3, 9 e 27 mg/ml), 18 h após o desafio.

Estimulo Tratamento

aResistência

(AUC0-27)

Inibição

(%)

aElastância

(AUC0-27)

Inibição

(%)

Salina -------- 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 325.2 ± 35.8* 58 17410 ± 1199 * 51

+ LASSBio-1366 224.5 ± 46.7* 92 13101 ± 2479* 79

+ LASSBio-1372 332.8 ± 28.3* 56 15376 ± 1870* 64

+ LASSBio-1379 400.5 ± 23.4* 33 14189 ± 1606* 72

+ LASSBio-1386 318.4 ± 47.2* 61 15753 ± 2862* 62

+ LASSBio-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

aValores são representados pela área sob a curva (AUC) formada pela aerossolização de

concentrações crescentes de metacolina de 0 a 27 mg/mL (AUC0-27), retirados da avaliação de

resistência e elastância pulmonar. Valores representam a média ± EPM de pelo menos 6 animais por

grupo. LPS (25 μg/25 μL) 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 veículo.
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4.2 – Efeito do tratamento terapêutico com os derivados NAHs no modelo de

asma induzida por ovoalbumina

Utilizando o protocolo de sensibilização e desafio antigênico esquematizado

na Figura 4.1, estudamos o efeito dos derivados NAHs na sua capacidade de inibir a

resposta inflamatória alérgica pulmonar instalada, tendo o inibidor de PDE4 rolipram

como referência.

A sequência de desafios antigênicos causou 24 h após a última provocação,

(i) aumento significativo na produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias

detectadas no tecido pulmonar (Figura 4.2), (ii) consequente influxo de

polimorfonucleares, principalmente eosinófilos (Figura 4.3), além de marcada hiper-

reatividade das vias aéreas, em resposta à aerossolização de concentrações crescentes

de metacolina (Figura 4.4). Notou-se um aumento significativo na resistência (Figura

4.4A) e elastância pulmonares (Figura 4.4B) dos camundongos provocados com

OVA, em comparação Àqueles desafiados com salina. Além disso, observa-se um

intenso remodelamento da vias aéreas, caracterizado por densa deposição de

componentes de matriz na região peribronquiolar (Figura 4.5) e hipersecreção de

muco (Figura 4.6).

Figura 4.1. Protocolo experimental de indução de inflamação pulmonar alérgica
em camudongos sensibilizados e desafiados com ovoalbumina. Os animais foram
sensibilizados no dia 0 e 7 com uma mistura de ovoalbumina e hidróxido de alumínio.
Após 14 dias, os animais foram desafiados por instilação nasal de 50 µg de OVA em
25 µL de salina, uma vez por semana durante 4 semanas. Os grupo controle foi
desafiado com salina. Os tratamentos foram realizados por via oral na terceira e quarta
semana após a sensibilização, 1 h antes de cada desafio. As análises foram feitas 24 h
após o último desafio.

0 14 28 35 36 (Dias)

Sensibilização s.c.
OVA + Al(OH)3 Desafio i.n.

OVA 50 µg/ 25 µL

Tratamento v.o.
(1 hora antes do desafio)

Análises

7 21
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Figura 4.2 . Efeito dos tratamentos com os derivados NAHs e rolipram na secreção
de IL-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 OVA e tratado com veículo (Tween 80 0,2%).
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Como podemos observar na figura 4.2, os níveis 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 comparação  aos animais

controles sensibilizados e falso-desafiados. O tratamento realizado com rolipram(45

μmol/kg, 10 mg/kg), iniciado na terceira semana de desafios com OVA, foi capaz de

reduzir significativamente os níveis de IL-4 e eotaxina-2. Adicionalmente, o

tratamento curativo com rolipram reduziu o acúmulo de neutrófilos (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 acúmulo de eosinófilos (Figura

4.3), a deposição de componentes de matriz (Figura 4.5) e a hipersecreção de muco

(Figura 4.6) no tecido pulmonar de camundongos desafiados com OVA.

Os compostos LASSBio-1366, LASSBio-1372, LASSBio-1386, LASSBio-

1393, LASSBio-1406 e LASSBio-1407 inibiram, de forma significativa (≈40%), o

aumento dos níveis de IL-4, IL-5, IL-13, eotaxina-1 e 2 dos camundongos desafiados

com OVA. Os LASSBio-1359 e LASSBio-1379, assim como o rolipram, foram

capazes de inibir significativamente apenas os níveis de IL-4, eotaxina-1 e eotaxina-2

(Figura 4.2).

Nossos dados mostram que o tratamento terapêutico com os derivados NAHs

foi capaz de reduzir de forma significativa o influxo de células polimorfonucleares,

eosinófilos e neutrófilos, em magnitudes que variaram de 45-63% e 59-100%,

respectivamente (Figura 4.3), além de reduzir o aumento de resistência e elastância

pulmonar em valores de inibição que variaram de 70 a100 %, no caso das medidas de

resistência (Figura 4.4A), e 60 a 99 % para as medidas de elastância (Figura 4.4B),

respectivamente. Notou-se que os compostos LASSBio-1372, LASSBio-1386,

LASSBio-1393, LASSBio-1406 e LASSBio-1407 foram tão efetivos quanto o

rolipram em inibir a hiper-reatividade das vias aéreas.
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bronquiolares.
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representativas, as setas escuras indicam os eosinófilos e a letra b indica as regiões
bronquiolares.
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Adicionalmente, o tratamento com todos os derivados NAHs, com exceção do

LASSBio-1366,  reverteu de forma significativa deposição de componentes de matriz

na região peribronquiolar de camundongos ativamente sensibilizados. Como
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mostrado na figura 4.5, os percentuais de inibição variaram de 74 a 94%, enquanto

que o tratamento com rolipram, apesar de reduzir a resposta fibrogênica, não o fez de

forma estatisticamente significativa.
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Ademais, de forma interessante, apenas os tratamentos com LASSBio-1406 e

LASSBio-1407 foram capazes de reverter de forma significativa a hipersecreção de

muco em resposta aos desafios antigênicos com OVA (Figura 4.6).
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nas vias áereas de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Fotomicrografias
de tecido pulmonar coradas com ácido periódico de Schiff (PAS+). Análise quantitativa da
produção de muco, em pixel por µm2 de 6-10 vias aéreas por animal. Os resultados
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4.3 – Efeito da administração oral dos compostos LASSBio-1386, LASSBio-1406

e LASSBio-1407 na asma experimental induzida por extrato caseiro de ácaros

(HDM)

O HDM é um alérgeno de grande relevância responsável pelo

desenvolvimento da asma em aproximadamente 10% da população mundial. Assim,

utilizando o protocolo esquematizado na figura 4.7, camundongos A/J foram

estimulados através de administração intranasal de HDM (25 µ g/25 µ L 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,

LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (100 µmol/kg), e rolipram (50 µmol/kg) foram

realizados, por via oral, somente nos 6 últimos dias do período de provocação,

sempre1 h antes dos desafios com HDM (nos dias em que ocorreram a provocação)

(Figura 4.7).

Figura 4.7.  Modelo experimental de asma induzida por extrato caseiro de ácaro (HDM)
em camudongos A/j. Camundongos A/J machos  foram expostos por via intranasal ao extrato
de HDM ou PBS 3 (três) vezes por semana (dias intercalados), durante 3 semanas (n=7-8
camundongos por grupo).

Análises

(24 horas após o último desafio)

Desafios
25µg de HDM/ 25 µl de salina

1º 2º 3º 4º 5º 6º 7º 8º                 9º

1º  semana 2º  semana

3º  semana

Tratamento (via oral ou aerossol)
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A sequência de desafios com extrato de HDM durante 3 semanas promoveu

persistente inflamação das vias aéreas, evidenciada pelo aumento no número de

leucócitos totais e eosinófilos recuperados no lavado broncoalveolar (Figura 4.8).

Ademais, notou-se elevação das respostas de resistência e elastância pulmonar

induzidas por concentrações crescentes de metacolina (0-27 mg/ml), comparado ao

grupo desafiado com PBS, 24 h após o último desafio (Tabela 4.5). O tratamento com

rolipram (50 µmol/kg, via oral) reduziu significativamente a quantidade de células

totais e eosinófilos recuperados no lavado broncoalveolar, quando comparado ao

grupo desafiado com HDM e tratado com veículo ( 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 resistência e elastância pulmonar,

respectivamente (Tabela 4.5).

Similar ao observado para o rolipram, os tratamentos com os LASSBio-1386,

LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (100 µmol/kg, via oral) também inibiram o acúmulo de

leucócitos totais e eosinófilos 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 resistência, após provocação com metacolina, em 81% e 94%

respectivamente, em condições onde rolipram e LASSBio-1386 produziram bloqueios da
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Figura 4.8. Efeito do tratamento com os LASSBio-1386, LASSBio-1406 e LASSBio-1407
(100 µmol/kg via oral) sobre o número de células recuperadas do BAL. Número de total
de leucócitos (A) e o número de eosinófilos (B) recuperados no BAL. Os resultados
representam a média ± EPM de pelo menos 8 animais por grupo. +P<0,05 em comparação
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e tratados com Tween 80 0,2%.
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ordem de 34% e 38%, respectivamente. Da mesma forma, observou-se bloqueios da resposta

aumentada de elastância pulmonar em 52% e 84% após LASSBio-1406 e 1407, enquanto que

rolipram e LASSBio-1386 geraram boqueios de 44% e 0%, respectivamente (Tabela 4.5).

Estimulo Tratamento
aResistência

(AUC0-27)

Inibição

(%)

aElastância

(AUC0-27)

Inibição

(%)

PBS Veículo 95.7± 16.3 - 2773.0± 333.0 -

HDM Veículo 239.8 ± 38.0+ - 4936.0± 385.1+ -

+ Rolipram 218.1 ± 33.0 34 3985.5± 285.0* 44

+ LASSBio-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

aValores são representados pela área sob a curva (AUC) formada pela aerolização de concentrações

crescentes de metacolina de (3-27 mg/ml, AUC0-27), obtidas para respostas de resistência e elastância

pulmonares, em camundongos desafiados com HDM (25 μg/25 μl) por via intranasal. Valores

representam a média ± EPM de pelo menos 8 animais por grupo. +P<0,05 em comparação com o

grupo desafiado com PBS. *P<0,05 em comparação com o grupo desafiado com HDM e tratado com

tween 80 0,2 %.

Tabela 4.5. Efeito da administração oral de rolipram (50μmol/kg, 10 mg/kg) ou dos LASSBio-1386,

LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (100 μmol/kg, 30-35 mg/kg) sobre a  hiper-reatividade das vias

aéreas induzida por desafio alérgico com HDM .
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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 µmol/kg) por

aerossol ( 2x10-1 M; Fluxo continuo, 20 min), sobre a inflamação das vias aéreas,

hiper-reatividade brônquica e remodelamento tecidual causado por provocação

alérgica com HDM.

Como podemos observar na figura 4.9, o tratamento diário com o inibidor de

PDE4 cilomilast (30 µmol/kg, via oral), nos últimos seis dias de provocação

alérgica, inibiu significativamente os níveis de IL-4, IL-13 e IL-17 dos camundongos

desafiados com HDM (100 e 98%, respectivamente), mas falhou em modificar os

níveis de IL-5 e KC. Adicionalmente, cilomilast reduziu drasticamente o acúmulo de

eosinófilos e neutrófilos no BAL (Figura 4.10),  a hiper-reatividade das vias aéreas

(Figura 4.11) e a deposição de componentes de matriz extracelular (Figura 4.12). No

entanto, mostrou-se incapaz de inibir significativamente a produção 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

LASSBio-1407 (10-100 µM), inibiu de forma dose-resposta a secreção de IL-4, IL-

5, IL-13, IL-17, eotaxina-2 e KC (Figura 4.9). O tratamento inibiu também de

maneira dose-dependente o aumento de leucócitos totais, principalmente pela

redução do número de eosinófilos e neutrófilos no BAL (Figura 4.10), além de

reduzir o aumento de resistência e elastância pulmonar (Figura 4.11).

Adicionalmente, o tratamento oral com LASSBio-1407 foi eficaz em inibir

significativamente a deposição de componentes matriz na região peribronquiolar

(Figura 4.12) e a hipersecreção de muco (Figura 4.13) em valores de inibição que

variaram de 86-98% e 73-82 %, respectivamente.
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Figura 4.9. Efeito do tratamento com LASSBio-1407 e cilomilast sobre a secreção
de IL-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
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 4.10. Efeito do tratamento com o LASSBio-1407 (10 - 100 µmol/kg via

oral) sobre o número de células recuperadas do BAL: em comparação com o

Cilomilast (30 µmol/kg via oral). Número de total de leucócitos (A),  células

mononucleares (B), eosinófilos (C) e neutrófilos (D) recuperados no BAL. Os

resultados representam a média ± EPM de pelo menos 7 animais por grupo. +P<0.05

em comparação com o grupo desafiado com PBS. *P<0,05 em comparação 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 antigênico promoveu um aumento de resistência (A) e elastância (B)
pulmonar em resposta a concentrações crescentes de metacolina aerolizada. Os
resultados representam a média ± EPM de pelo menos 7 animais por grupo.
+P<0,05 em comparação com o grupo desafiado com PBS. *P<0,05 em
comparação 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 LASSBio-1407 (10-100 µmol/kg) ou cilomilast (30
µmol/kg) sobre a deposição de componentes de matriz na região peribrônquiolar de
camundongos desafiados com HDM. Fotomicrografias de tecido pulmonar coradas com
Tricômico de Gomori. Os valores representam a média ± EPM de pelo menos 7 animais por
grupo. Avaliou-se, por análise digital (image-pro®), a deposição de elementos da matriz
extracelular – coloração azul - em média, 10 vias aéreas por animal. +P<0,0001 em
comparação com o grupo desafiado com PBS. *P<0,05 em comparação com o grupo
desafiado com HDM e tratado com o veiculo. As micrografias são representativas de cada
grupo.
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+P<0,0001 em comparação com o grupo desafiado com PBS. *P<0,05 em comparação com o
grupo desafiado com HDM e tratado com tween 80 0,2%. As micrografias são representativas
de cada grupo.
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Ademais, observamos na figura 4.14 que o tratamento por via inalatória com

LASSBio-1407  (2x10-1 M, aerossol), nos últimos 6 dias de provocação alérgica,

também inibiu significativamente a produção de citocinas IL-4, IL-13, IL-5 e KC; o

número de células totais e eosinófilos recuperados do lavado bronco alveolar e o

acúmulo de eosinófilos no tecido pulmonar (Figura 4.15), além de abolir o aumento

de elastância pulmonar em resposta a concentrações crescentes de metacolina (Figura

4.15).
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Figura 4.14 . Efeito do tratamento por via inalatória com LASSBio-1407 sobre a
secreção de IL-4 (A), IL-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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4.5 – Efeito do LASSBio-1406 e LASSBio-1407 sobre a atividade de fibroblastos

pulmonares in vitro.

A proliferação e ativação de fibroblastos no foco da lesão inflamatória é uma

condição 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 secretória de fibroblastos pulmonares obtidos de pulmões de

camundongos normais. Como mostrado na figura 4.16A, fibroblastos estimulados

com rmIL-13 (40 ng/mL) apresentaram significativa resposta proliferativa. A

estimulação com  rmIL-13 aumentou também a secreção de  MCP-1, comparado com

o grupo não estimulado (NE) (Figura 4.16B). O tratamento com concentrações
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Figura 4.15. Efeito do tratamento por via inalatória com o LASSBio-1407 sobre o
número de células totais (A) e eosinófilos (B) recuperados no BAL, o infiltrado
eosinofílico (C) e o aumento de elastância pulmonar (D). Os resultados representam a
média ± EPM de pelo menos 7 animais por grupo. +P<0.05 em comparação com o grupo
desafiado com PBS. *P<0,05 em comparação com o grupo desafiado com HDM e tratado
com o veículo.
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crescentes de cilomilast inibiu de forma  concentração-dependente tanto a

proliferação(1-100 µM)  quanto a secreção de MCP-1(10-100 µM)  evidenciada após

estimulação com IL-13 (Figura 4.16).

Os tratamentos com os LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (1-100 µM)

reduziram a proliferação de forma concentração dependente de fibroblastos normais

estimulados com rmIL-13 (Figura 4.16). A mesma figura mostra também que a

função de secreção de MCP-1 foi claramente sensível aos referidos tratamentos,

particularmente nas duas maiores concentrações. Ademais,  a análise da viabilidade

celular determinada pela técnica do MTT, monstrou que os tratamentos com os

LASSBio-1406 e LASSBio-1407 nas concentrações de 1 e10 µM foram incapazes de

modificar a viabilidade dessas células. Observou-se, entretanto, um aumento de 23%

e uma redução de 28% na viabilidade celular dos fibroblastos expostos à

concentração mais alta (100 µM) de LASSBio-1406 e 1407, respectivamente. Por

outro lado, o tratamento com cilomilast nas 3 concentrações empregadas não

modificou a viabilidade celular (Figura 4.17).
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Figura 4.16. Efeito do Cilomilast, LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (1-100 µM) sobre a
atividade de fibroblastos  pulmonares in vitro. (A) taxa de proliferação de fibroblastos
normais com ou sem estimulo e, na ausência ou na presença do tratamento; (B) quantidade de
MCP-1 secretada in vitro 24 horas após o estímulo com rmIL-13 . Os resultados representam a
média ± EPM de cerca de 4 poços (quadruplicada). +P<0,01 em comparação com o grupo
estimulado com PBS. *P<0,05 em comparação com o grupo estimulado com rmIL-13.
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4.6 – Efeito dos tratamentos com dexametasona, cilomilast, LASSBio-1386,

LASSBio-1406 e LASSBio-1407 sobre a função de células T in vitro

Células obtidas de linfonodos periféricos de camundongos DO11.10 (TCR

Tg), transgênicos que expressam receptor TCR para OVA, foram utilizados na

avaliação de uma potencial ação direta dos derivados NAHs sobre linfócitos. Como

mostrado na figura 4.18 e tabela 4.6, o desafio com ovoalbumina aumentou

significativamente a produção IL-4, IL-13, IL-5 e IFN-γ, bem como a reposta

proliferativa de linfócitos. O tratamento com dexametasona (100 µM) inibiu

significativamente a produção de IL-4, IL-13, IL-5 e IFN-γ (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 níveis de 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 LASSBio-1406 e 1407 foram mais efetivos que o cilomilast em reduzir os

níveis de IL-4, IL-5 e IFN-g, e a reposta proliferativa das células T após provocação

com OVA. O tratamento com LASSBio-1406 ou LASSBio-1407, EC50 0.6 e EC50 0.7

(µM, r2≈ 0.95, respectivamente), foi mais potente que o cilomilast (EC50 0.8 µM) em

inibir a reposta proliferativa de linfócitos T (Tabela 4.18).

Adicionalmente, observa-se na tabela 4.18, uma diminuição significativa da

percentagem de células T em apoptose após estimulação com OVA. O tratamento

com dexametasona (100 µM), cilomilast, LASSBio-1406 e 1407 (0.1 - 100 µM)

aumentou significativamente a percentagem de células em apoptose após provocação

antigênica. Os tratamentos com LASSBio-1406 e LASSBio-1407 foram mais potente

que o cilomilast e o LASSBio-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, LASSBio-1386,
LASSBio-1406 e LASSBio-1407 sobre a produção de citocinas de células T naive
recolhidas de nodulos linfóides de camudongos DO11.10 (transgênico) 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 comparação com o grupo estimulado com PBS.
*P<0,05 em comparação com o grupo estimulado com OVA.
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Tabela 4.6. Efeito in vitro do tratamento com dexametasona (100 µM), cilomilast,

LASSBio-1386, LASSBio-1406 e LASSBio-1407 (0.1 - 100 µM) sobre as células T naive

recolhidas de nodos linfóides de camundongos transgênicos DO11.10 e estimuladas in

vitro ovoalbumina.

Estímulo Tratamento

Proliferação Apoptose

% de células

S+G2a,b
EC50 (nM)c

% de células

sub-G0 a,b
EC50 (µM)c

PBS PBS 11.3 ± 1.5 ----- 86.1 ± 2.1 -----

OVA DMSO 0,1 % 24.4 ± 1.1+ ----- 40.0 ± 3.3+ -----

+ Dexametasona 8.7 ± 0.6* ----- 78.3 ± 2.3* -----

+ Cilomilast 7.8 ± 1.1* 0.8 77.6 ± 3.3* 1.2

+ LASSBio-1386 7.4 ± 1.4* 2.1 83.0 ± 4.4* 3.5

+ LASSBio-1406 6.1 ± 1.0* 0.6 85.6 ±1.8* 0.8

+ LASSBio-1407 6.2 ± 1.4* 0.7 82.4 ±1.8* 0.6

aPercentagem de células  em estado proliferativo (S+G2) ou passando pela fragmentação do DNA

(sub-G0) foi determinada com coloração de iodeto de propídeo (citometria de fluxo) na presença

ou ausência dos tratamentos (100 µM), 72 horas após a incubação com ovoalbumina (0.5

mg/ml);bOs valores representam a média ± EPM de linfonodos de pelo menos 4 animais.bEC50 foi

calculada por regressão linear (coeficiente de correlação r ≈ 0.96) e representam o valor médio de cinco

determinações (0.1 - 100 µM), o erro experimental é por volta de 10 %.+ P<0,01 quando comparado

com o grupo de células não-estimuladas; *P<0,01 quando comparado com o grupo de células

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

atividade pró-emética em roedores

Inibidores de PDE4 induzem vômito ativando vias noradrenérgicas no sistema

nervoso central, o que levou o estabelecimento de um modelo experimental

alternativo para avaliação de atividade pró-emética de compostos candidatos à

fármacos em ratos e camundongos (Robichaud, Savoie et al. 2001; Robichaud,

Savoie et al. 2002). A figura 4.19 mostra que, ao contrário do rolipram, os

tratamentos com os derivados NAHs, LASSBio-1406, LASSBio-1407 e LASSBio-

1386 (30-200 µmol/kg), não reduziram o tempo de sono induzido pela associação de

ketamina e xilazina. É importante ressaltar que, nessas condições de anestesia geral,

o tempo de sono está associado à diminuição dos níveis de AMPc em neurônios da

região x que leva à redução da atividade da via noradrenérgica. Portanto, o aumento

dos níveis de AMPc nessa região, como fazem rolipram e todos os inibidores de

PDE4 disponíveis, vai no sentido contrário, 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).
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Figura 4.19. Efeito do tratamento com o LASSBio-1386, LASSBio-1393, LASSBio-1406
LASSBio-1407 (30-200 µmol/kg) ou rolipram (1-50 µmol/kg) sobre aduração da anestesia
induzida pela combinação de xilazina (10 mg/kg) e ketamina (70 mg/kg).A duração da
anestesia foi analisada pelo retorno dos reflexos, saindo da posição de decúbito dorsal. Os
resultados representam a média ± EPM (n=10 animais/grupo). *P < 0,01em comparação com o
grupo controle.
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V – Discussão

Inibidores de PDE4 atuam aumentando as concentrações intracelulares de

AMPc, um segundo mensageiro com várias ações anti-inflamatórias em células

efetoras envolvidas na patogênese da asma e DPOC. De fato, há evidências de que

tais inibidores sejam capazes de bloquear o recrutamento e ativação de diversos

leucócitos, incluindo mastócitos, eosinófilos, linfócitos T, macrófagos e neutrófilos,

além de inibirem a hiperplasia e hipertrofia de células estruturais, o que tem atraído

considerável interesse como alternativa no tratamento de doenças respiratórias

(Barnes 2004; Lipworth 2005; Siddiqui, Redhu et al. 2013). Assim, nesta tese,

avaliamos as propriedades farmacológicas de uma nova série de derivados N-metil-N-

acilhidrazônicos (NAHs), inibidores da PDE4, em modelos experimentais de

inflamação pulmonar e asma, tendo os inibidores da PDE4, rolipram e cilomilast,

como fármacos de referência.

Esforços consideráveis têm sido realizados, nas últimas décadas, no sentido de

se desenvolver  modelos experimentais que reproduzam as alterações patológicas

evidenciadas na asma e DPOC observadas em humanos. Apesar de inúmeras

limitações, graças a eles, houve nas últimas décadas um incremento bastante

significativo na compreensão de eventos-chaves, e identificação de potenciais alvos

terapêuticos associados ao desenvolvimento de doenças inflamatórias pulmonares

agudas e crônicas (Bates, Rincon et al. 2009; Corazza and Kaufmann 2012). Spond e

cols. apresentaram evidencias de que a inflamação pulmonar induzida por LPS

resulta em um quadro de alterações fisiopatológicas marcado por neutrófilia, ativação

de macrófagos e hiper-reatividade das vias aéreas. Em muitos aspectos, este quadro é

bastante similar àquele notado em pacientes com DPOC (Spond, Billah et al. 2004).

Em linha com esses achados, demonstramos que a provocação intranasal com LPS

induziu um aumento significativo nos níveis de TNF-α e IL-6 no tecido pulmonar,

combinado ao influxo de neutrófilos e hiper-reatividade das vias aéreas (Spond,

Chapman et al. 2001).

O TNF-α e a IL-6 são armazenados em grânulos e liberados durante a resposta

alérgica por monócitos e macrófagos (Huaux 2007). Níveis elevados de TNF-α e IL-6

são frequentemente observados no lavado broncoalveolar de pacientes com

asma/DPOC e estão  relacionados com a severidade do quadro. O aumento dos níveis

intracelulares de AMPc em monócitos, macrófagos e mastócitos leva à inibição da

secreção e síntese TNF-α 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 produção de TNF-α e IL-6

(Sanz, Cortijo et al. 2007; Tang, Lu et al. 2010). Observamos também, que os

tratamentos com os LASSBio-1366, LASSBio-1372, LASSBio-1379, LASSBio-1386,

LASSBio-1406 e LASSBio-1407 foram tão eficazes quanto o rolipram em inibir a

produção destas citocinas no tecido pulmonar induzida por LPS. É interessante notar

que o ranking de potência dos compostos avaliados difere daquele observado quando

os mesmos compostos foram testados in vitro, utilizando-se células mononucleares

obtidas do sangue periférico de indivíduos saudáveis, quando o LASSBio-1393 foi o

derivado mais potente (Tabela 1.1). A falta de atividade in vivo do LASSBio-1393,

apesar da alta capacidade de inibir a enzima PDE4 e a geração de TNF-α (IC50 = 50

nM e EC50 = 520 nM, respectivamente), pode ser devido às suas propriedades físico-

químicas, incluindo permeabilidade nas células alvo e/ou biodisponibilidade.

O infiltrado de neutrófilos nas vias aéreas é um achado bastante frequente em

pacientes com asma grave e DPOC, associado com o aumento da disfunção de vias

respiratórias, hipersecreção de muco, dano e remodelamento tecidual (Spond, Billah

et al. 2004; Mauad and Dolhnikoff 2008). Roflumilast, segunda geração de inibidores

de PDE4, inibe quimiotaxia de várias células inflamatórias, ativação de leucócitos e a

produção de citocinas in vitro e em vários modelos animais de asma e DPOC, além

de reduzir o número de neutrófilos e eosinófilos 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 µmol/kg, v.o.) e

cilomilast (10 µmol/kg, v.o.) reduziram a neutrofilia pulmonar induzida por LPS em

70% e 43%, respectivamente. A inibição máxima do rolipram sobre neutrofilia

pulmonar foi similar àquela evidenciada por outros potentes inibidores de PDE4, a

exemplo do roflumilast, em modelos de inflamação 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 número de neutrófilos recuperados no lavado

bronco alveolar (50% a 77%), além de reduzirem o número de células mononucleares

e eosinófilos (dados não mostrados).

Ademais, a instilação de LPS nas vias aéreas de camundongos leva

sabidamente a um quadro de hiper-reatividade pulmonar inicial que independe da

produção de citocinas e infiltração de neutrófilos no tecido pulmonar (Spond,

Chapman et al. 2001). Mostramos que os derivados NAHs, assim como o cilomilast e



66

rolipram, são capazes de prevenir a hiper-reatividade induzida por LPS. Os

resultados revelaram que os derivados NAHs apresentam, com pequenas distinções,

respostas similares as observadas para os inibidores de PDE4 sobre a inflamação

induzida por LPS (Fan Chung 2006), sugerindo que os derivados NAHs podem

apresentar propriedades anti-inflamatórias similares aos compostos de referência.

A asma é frequentemente definida como uma desordem inflamatória

eosinofilica associada à hiper-responsividade brônquica.  A eficácia de inibidores de

PDE4 em antagonizar a eosinofília induzida por múltiplos desafios foi demonstrada

em diversos protocolos de pré-tratamento, porém a eficácia desses compostos em

condições onde o quadro inflamatório e o remodelamento pulmonar adverso tenham

sido instalados é 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 já estão presentes a

partir da 2ª provocação antigênica que acontece em intervalo de 7 dias. Tais

alterações patológicas incluem, intenso infiltrado leucocitário, hipersecreção de

muco e aumento da deposição de componentes de matriz, além da hiper-

responsividade das vias aéreas em resposta à metacolina (Cardozo SVS, dissertação

de mestrado, 2010).

Estudos anteriores têm demonstrado a importância da secreção de citocinas e

quimiocinas, como IL-4, IL-13, IL-5 e eotaxina, produzidas após estimulação

antigênica no desenvolvimento da inflamação pulmonar, hiper-reatividade das vias

aéreas e remodelamento tecidual (Fulkerson, Rothenberg et al. 2005; Wechsler,

Fulkerson et al. 2012). Em nossas condições, observamos que o tratamento

terapêutico com os derivados NAHs mostrou-se claramente mais eficiente que o

rolipram em inibir a produção de citocinas e quimiocinas, bem como o influxo de

eosinófilos e neutrófilos no tecido pulmonar de camundongos desafiados com OVA.

Estudos anteriores mostraram que a administração sistêmica de rolipram inibiu a

liberação de citocinas e quimiocinas produzidas por células TH2 ativadas, células

epiteliais, eosinófilos, basófilos e mastócitos (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 diminuição

significativa da secreção de citocinas e quimiocinas no sítio da inflamação

(Bundschuh, Eltze et al. 2001; Wollin, Bundschuh et al. 2006). Nas condições

empregadas em nosso laboratório, 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

eosinófilos, a deposição de componentes de matriz e a hipersecreção de muco

provocada pelo desafio alergênico. Por outro lado,pudemos constatar que o

tratamento com os derivados NAHs inibiram de forma significativa o influxo de

eosinófilos, a deposição de componentes de matriz (exceção do LASSBio-1366) e a

hiper-reatividade das vias aéreas. Contudo, apenas os compostos LASSBio-1406 e

LASSBio-1407 foram capazes de reverter, de forma significativa, a hipersecreção de

muco em resposta ao desafio alérgico neste modelo.

Fatores como a inflamação, espessamento da camada subepitelial, aumento da

produção de muco, liberação de mediadores inflamatórios e aumento da

permeabilidade vascular estão associados à hiper-responsividade e à obstrução 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

adesão de eosinófilos nas células endoteliais inibindo o influxo dessa célula e a

hiperplasia/metaplasia das células produtoras de muco em modelos de inflamação

aguda (Torphy, Barnette et al. 1994; Kanehiro, Ikemura et al. 2001) . Esses resultados

vão de encontro aos nossos já que, em nossas condições, o rolipram mostrou-se

incapaz de inibir o infiltrado eosinofílico e outras alterações patológicas, incluindo a

produção de muco e fibrogênese. Essa diferença de eficácia muito provavelmente

está relacionada ao fato de termos feito o tratamento depois do quadro

fisiopatológico ter sido instalado. De fato, vários estudos evidenciam respostas

diferentes dos inibidores de PDE4 sobre os componentes da inflamação dependendo

do tratamento ocorrer de forma preventiva ou terapêutica (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

terapêutico com os derivados NAHs, principalmente o LASSBio-1406 e LASSBio-

1407, reduziu substancialmente a eosinofília pulmonar, a fibrose subepiteli al e a

hipersecreção de muco, em condições nas quais o rolipram foi ineficaz. Essas

observações podem ter implicações clinicas relevantes, sugerindo que os derivados

NAHs, especialmente os LASSBio-1406 e LASSBio-1407 modulam não só a

migração de células  para a vias aéreas, mas provavelmente também conseguem

regular negativamente a sua ativação no sítio da inflamação, e/ou outros eventos

decorrentes dessa ação efetora no desenvolvimento do complexo quadro patológico

da reposta asmática.
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Vários autores deixam claro a importância de serem utilizados, nos modelos

experimentais de asma, agentes antigênicos que sejam mais relevantes do ponto de

vista clínico (Corazza and Kaufmann 2012). Dentro desse aspecto, o ácaro caseiro

(HDM) é reconhecidamente  um dos mais importantes desencadeadores de resposta

asmática em todo o mundo. A ação fortemente pró-alergênica do HDM deve-se, em

grande parte, a sua atividade proteásica (Cheng, Lee et al. 1998; Ulrich, Hincks et al.

2008; Blacquiere, Hylkema et al. 2010; Fattouh, Al-Garawi et al. 2011). Observamos

que a sequência de desafios intranasais com HDM durante 3 semanas promoveu

inflamação das vias aéreas, evidenciada pelo aumento no número de leucócitos totais

e eosinófilos recuperados no lavado broncoalveolar. O fenômeno foi acompanhado

por marcada hiper-responsividade brônquica e intenso remodelamento tecidual

adverso, em linha com vários 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 inflamação induzida por HDM. Underwood e cols  demostraram que o inibidor de

PDE4 cilomilast (SB207499) é capaz de reduzir a broncoconstricção e o influxo de

células inflamatórias após provocação 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 µmol/kg) sobre aspectos cruciais da

inflamação alérgica induzida por HDM, em comparação com o cilomilast.

Observamos que o tratamento oral com o cilomilast foi capaz de inibir a produção de

IL-4, IL-13 e IL-17, mas falhou em modificar os níveis de IL-5 e KC. Além de

reduzir drasticamente o acúmulo de eosinófilos e neutrófilos, a hiper-reatividade das

vias aéreas e a deposição de componentes de matriz extracelular. Entretanto,

mostrou-se incapaz de inibir significativamente a produção aumentada de muco nas

vias aéreas de camundongos desafiados com HDM. Por outro lado, o tratamento com

LASSBio-1407 inibiu de forma dose-resposta a secreção de citocinas e quimiocinas,

o acúmulo de eosinófilos e neutrófilos no BAL, o aumento de resistência e elastância

pulmonar, além inibir significativamente a deposição de componentes de matriz na

região peribrônquiolar e a hipersecreção de muco.

O muco atua como um sistema de defesa primário nas vias aéreas,

favorecendo a eliminação de agentes patogênicos (Lambrecht and Hammad 2012).

Contudo, a excessiva produção de muco causa o declínio da função pulmonar, através

da limitação do fluxo de ar em pacientes com asma. Secções de tecido pulmonar

obtidas de pacientes que morreram de asma apresentam um aumento de 20 vezes do
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número de células caliciformess nas vias aéreas periféricas, quando comparadas

àquelas obtidas de indivíduos saudáveis. Além disso, a quantidade de muco

intraluminal mostra-se marcadamente aumentada em pacientes com asma fatal. Sabe-

se que a inflamação estimula a ativação do receptor de crescimento epidermal (EGF)

nas células ciliares, e juntamente com a ligação de IL-13 promove a diferenciação

destas em células caliciformess através da ação coordenada de fatores de transcrição.

Isto leva ao aumento da expressão de MUC5AC e de proteínas de membrana que

culminam na hipersecreção de muco (Cohn, Elias et al. 2004; Jarjour, Erzurum et al.

2012; Lambrecht and Hammad 2012).  Roflumilast atenua a expressão do RNA

mensageiro para MUC5AC induzido por EGF em cultura de células epiteliais

humanas, sugerindo que os inibidores de PDE4 possam suprimir a secreção de muco

em doenças do trato respiratório(Boswell-Smith and Spina 2007).  De fato, estudos

mostram que o roflumilast consegue atenuar, na maioria dos casos, a hipersecreção

de muco em pacientes com DPOC (Bousquet, Aubier et al. 2006). Evidenciamos que

o LASSBio-1406 e LASSBio-1407 inibem a hipersecreção de muco em diferentes

protocolos experimentais de inflamação pulmonar (OVA e HDM), sugerindo que

estes compostos  apresentam efeitos similares aos observados para vários inibidores

de PDE4 na literatura. Contudo, não descartamos a hipótese 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 há evidencias que outros alvos poderiam estar

igualmente envolvidos, o que poderia justificar a eficácia desses derivados em inibir

os diferentes aspectos da resposta asmática, mesmo quando potentes inibidores de

PDE4 mostram-se inativos.

Teofilina promove a apoptose de eosinófilos e neutrófilos in vitro através da

inibição da proteína antiapoptótica Bcl-2 (Fan Chung 2006). Este efeito não é

mediado pela inibição de uma enzima fosfodiesterase mas, pelo menos em

neutrófilos, parece ser mediado por uma ação em receptores de adenosina. Alencar e

cols. evidenciaram os efeitos do LASSBio-1359 sobre a hipertensão pulmonar,

deixando claro uma marcada atividade agonista no receptor de adenosina A 2A

(Alencar, Pereira et al. 2013). A adenosina é um importante intermediário da síntese

das purinas e do metabolismo energético. Vários estudos evidenciam o papel da

adenosina no remodelamento tecidual pulmonar, além de importante modulador da

inflamação (Hasko and Pacher 2008; Wilson 2008; Folkesson, Kuzenko et al. 2012) .
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Estudos mostram que substituições simples, principalmente dentro de uma

mesma família de moléculas, podem transformar um agonista em antagonista,

aumentar a potência, a eficácia 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

inibição da PDE4. Ademais, o LASSBio-1406 e LASSBio-1407 inibem a PDE3

(IC50 = 4.5 µM e  IC50 = 6.2 µM, respectivamente) (Kummerle, Schmitt et al. 2012).

Estudos clínicos comprovam que a combinação dual da inibição da PDE3 e da PDE4

suprime as contrações espasmogênica do músculo liso das vias aéreas de forma

sinérgica em humanos (Abbott-Banner and Page 2014). Os inibidores PDE3/PDE4

ativam a secreção de CL- mediada por um canal de cloreto (CFTR), sugerindo que

eles possam ser capazes de estimular a depuração mucociliar (Abbott-Banner and

Page 2014). Enfim, a maneira pela qual os LASSBio-1406 e LASSBio-1407 revertem

alterações patológicas cruciais da asma, nesses modelos experimentais, precisam ser

melhor investigadas no futuro.

Nas últimas décadas, a importância de células inflamatórias e estruturais na

patogênese da asma tem sido cada vez mais reconhecida e o efeito inibitório dos

fármacos na diferenciação, ativação e migração dessas células tornou-se um aspecto

mecanístico de extrema relevância na busca de novos tratamentos, além de contribuir

para o melhor entendimento de várias terapias correntes(Wark and Gibson 2006;

Parulekar, Alobaidy et al. 2013). Sabe-se, por exemplo, que a proliferação e ativação

de fibroblastos no foco da lesão inflamatória é uma condição 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 LASSBio-1407 inibiu a deposição de componentes de matriz, seja em condições

de provocação alérgica com ovoalbumina,seja após exposição ao HDM. Estudos

prévios demonstraram que os inibidores de PDE4 cilomilast e rolipram podem

atenuar o remodelamento tecidual através da inibição do recrutamento de fibroblastos

e bloqueio da geração da metaloproteinase MMP-9 (Martin-Chouly, Astier et al.

2004). Em nosso estudo, os tratamentos com LASSBio-1406 e LASSBio-1407, assim

como o próprio 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 secretória de fibroblastos em

cultura, evidenciado pela redução da secreção de MCP-1, uma quimiocina chave na
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quimiotaxia de macrófagos e monócitos. Esses resultados sugerem que a inibição da

fibrose peribrônquica observada após tratamento com LASSBio-1406 e LASSBio-

1407 está, muito provavelmente, relacionada à inibição direta dos mecanismos de

recrutamento e ativação de fibroblastos no tecido pulmonar.

Tendo em vista o impacto fisiopatológico das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 no

contexto da asma, fica evidente o entendimento de que os tratamentos

farmacológicos capazes de inibir a produção de tais citocinas têm potencialidade

terapêutica no contexto da doença (Hamid and Tulic 2009). Os linfócitos CD4 Th2

infiltrantes no foco da lesão são as principais fontes dessas citocinas, e várias

tratamentos exitosos em modelos experimentais de asma estão relacionados, direta ou

indiretamente, relacionados com a capacidade de reduzir ou abolir a produção de

citocinas de perfil Th2(Caramori, Ito et al. 2004).O fármaco teofilina induz a

apoptose de linfócitos T através de um mecanismo dependente da inibição PDE4

(Barnes 2010). Vale notar que a inibição da função de células Th2 não é o único

mecanismo pelo qual esses inibidores atuam.Eles agem também aumentando a

capacidade supressora de células Treg.

A ativação antigênica do receptor de células T (TCR) promove aumento

transitório dos níveis de AMPc, o que inibe a sinalização a menos que haja co -

estimulação, reduzindo os níveis intracelulares de AMPc, permitindo a amplificação

da  sinalização induzida pelo antígeno.  Estudos demonstram que o aumento dos

níveis intracelulares de AMPc reduz a proliferação e secreção de citocinas pela

célula T, além de aumentar a expressão de molécula inibidora CTLA-4, aumentando

anergia de células T em repouso. O contínuo aumento de AMPc, também está

associado com a ativação 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 os

compostos LASSBio-1406 e LASSBio-1407, assim como cilomilast, foram capazes

de inibir a resposta proliferativa  e a secreção de citocinas de linfócitos T, além de

intensificar a apoptose dessas células ativadas antigenicamente in vitro. Em conjunto,

esses achados sugerem que pelo menos parte dos efeitos antiasmáticos evidenciados

pelos compostos LASSBio-1406 e LASSBio-1407 passam pelo bloqueio da função e

sobrevida de células T.

O inibidor de PDE4 roflumilast, único representante da classe empregado na

clínica, apresenta eficácia reconhecida no tratamento da asma e DPOC, mas a sua

utilização em larga escala é limitada pelos efeitos adversos de náuseas e vômitos(Fan
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Chung 2006). O principal desafio no desenvolvimento de uma nova geração de

inibidores de PDE4 é, sem dúvida, melhorar o índice terapêutico desses compostos

(Lipworth 2005). Várias abordagens visando a otimização dessa classe de fármacos

vêm 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 redução do tempo

de indução do sono na anestesia induzida por ketamina e xilazina, comportamento

correlacionado com os efeitos eméticos em roedores e com o antagonismo de alfa-2

adrenérgico no sistema nervoso central. O fenômeno não é reproduzido em

camundongos deficientes da isoforma PDE4B, principal subtipo associado aos efeitos

anti-inflamatórios (Robichaud, Savoie et al. 2002; Robichaud, Stamatiou et al. 2002;

Fan Chung 2006), sugerindo a possibilidade efetiva de dissociação entre efeitos

desejáveis e indesejáveis. Por outro lado, os inibidores de PDE4 desenvolvidos até o

momento, incluindo rolipram, cilomilast e roflumilast, apresentam igual afinidade de

ligação nos 4 subtipos do PDE4 já caracterizados (Kodimuthali, Jabaris et al. 2008).

Ao contrário, 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 pró-

emética, o que lhes agrega grande vantagem terapêutica quando comparados aos

agentes inibidores de PDE4 desenvolvidos até o momento.

Outro aspecto interessante que pode minimizar efeitos colaterais adversos

relacionados ao uso clínico de inibidores de PDE4 é 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 LASSBio-1407 aerossolizado inibiu

de forma significativa a produção de citocinas, o influxo de eosinófilos 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 condições de aerossolização, minimizando ainda mais

possíveis efeitos adversos que possam estar associados a esse tratamento.

Neste estudo, investigamos as propriedades farmacológicas de uma nova série

de derivados NAHs em diferentes modelos experimentais de asma, visando definir o

potencial terapêutico desses derivados no controle da asma. O tratamento com os

derivados NAHs, principalmente o LASSBio-1406 e o LASSBio-1407, bloqueou

eventos cruciais da patogênese da asma nos diferentes modelos experimentais

empregados provavelmente pela redução da liberação de citocinas TH2 e a inibição
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das funções e sobrevida de linfócitos T e fibroblastos. Os LASSBio-1406 e

LASSBio-1407 apresentaram propriedades terapêuticas similares as observadas para

os clássicos inibidores de PDE4, com potencial pró-emético minimizados, sugerindo

que estes compostos possam ser úteis, tanto como candidatos a terapias

antiasmáticas, quanto como protótipos para o desenvolvimento de novos compostos

líderes de interesse no tratamento de doenças inflamatórias pulmonares crônicas.
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VI – Conclusões

Nossos resultados possibilitaram destacar que:

 Os derivados NAHs estudados nessa tese são ativos no bloqueio e

reversão de alterações patológicas cruciais na asma, com

propriedades comparáveis a de potentes inibidores de PDE4.

 Dentro da abordagem proposta, foi possível selecionar-se dois

compostos, LASSBio-1406 e LASSBio-1407,  únicos dentre os 8

compostos avaliados com capacidade de inibir todos os parâmetros

estudados.

 Os efeitos exercidos pelos LASSBio-1406 e LASSBio-1407  em

parte é mediado por ações supressoras da função de linfócitos T e

fibroblastos, e pela capacidade de intensificar a apoptose de

linfócitos T in vitro.

 Por último, os achados sugerem que LASSBio-1406 e LASSBio-

1407 não apresentam perfil de atividade pró-emética, o que

representa uma vantagem farmacológica importante em relação aos

inibidores de PDE4 clássicos.

Nossos resultados reforçam a importância dos inibidores de PDE4 no controle

terapêutico da asma e sugerem que o LASSBio-1406 e LASSBio-1407 possam ter

marcado potencial como verdadeiros protótipos moleculares de medicamentos de

interesse no tratamento de doenças inflamatórias pulmonares.
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