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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

ESTUDO PRÉ-CLÍNICO DO POTENCIAL TERAPÊUTICO DO ANÁLOGO DE 
MEXILETINA, JME-209: IMPACTO NA INFLAMAÇÃO PULMONAR INDUZIDA POR 

FUMAÇA DE CIGARRO 
 

RESUMO 

 
 DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 
 
 Hyago da Silva Gomes 
 

A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é uma disfunção inflamatória que 
acomete os pulmões, caracterizada pela obstrução progressiva e parcialmente 
irreversível das vias aéreas. Atualmente, inexistem medicamentos que possam 
controlar satisfatoriamente os quadros inflamatório e enfisematoso dos pacientes, 
justificando a necessidade de descoberta de novos fármacos para o tratamento da 
DPOC. Nosso grupo de pesquisa sintetizou e avaliou a atividade anti-inflamatória e 
espasmolítica de análogos estruturais do anestésico local mexiletina, dentre os quais 
destacou-se o análogo não anestésico JME-209. O principal objetivo deste trabalho foi 
avaliar o potencial broncodilatador e anti-inflamatório do JME-209, elucidando sua 
viabilidade no tratamento da DPOC. Verificamos em nossos estudos, que o composto 
apresentou atividade anti-espasmódica otimizada, em comparação a mexiletina, 
confirmada por sua ação sobre o relaxamento da musculatura lisa traqueal em estudos 
in vitro. A atividade bronco-relaxante in vivo revelou que JME-209 apresentou tempo de 
ação broncodilatadora comparável ao agente farmacológico de referência clínica 
salmeterol. JME-209 foi também, eficiente em inibir alterações patológicas decorrentes 
do estímulo com LPS como a broncoconstrição, hiper-reatividade e a inflamação. O 
composto se destacou também, por inibir alterações fisiopatológicas decorrentes da 
provocação com LPS em um modelo de refratariedade a glicocorticoides, considerado 
de difícil tratamento. De maneira interessante, o tratamento com JME-209 reduziu o 
influxo de neutrófilos nas vias aéreas de camundongos submetidos ao modelo de 
inflamação pulmonar induzida por exposição à fumaça de cigarro em um efeito 
relacionado com a redução dos níveis de citocinas pró-inflamatórias no tecido 
pulmonar. O análogo apresentou também, importante atividade sobre o dano oxidativo, 
refletida pela redução dos níveis de malondialdeído no tecido pulmonar. Concluímos 
que JME-209 faz parte de uma família de análogos de mexiletina que combina, de fato, 
propriedades broncodilatadoras e anti-inflamatórias que o credenciam como legítimo 
candidato a controlar situações fisiopatológicas associadas a doenças pulmonares 
como a DPOC e outras.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 
PRE-CLINICAL STUDY OF THE THERAPEUTIC POTENCIAL OF THE MEXILETINE 

ANALOG, JME-209: IMPACT ON CIGARETTE-SMOKE INDUCED PULMONARY 
INFLAMMATION 

 

ABSTRACT 

 
 DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 
 
 Hyago da Silva Gomes 
 

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is an inflammatory dysfunction that 
affects the lungs, characterized by progressive and partially irreversible obstruction of 
the airways. Currently, there are no drugs that can successfully control patients 
inflammatory and emphysematous regimens, justifying the need for the discovery of new 
drugs for COPD treatment. Our research group synthesized and evaluated the anti-
inflammatory and spasmolytic activity of structural analogues of the local anesthetic 
mexiletine, among which the non-anesthetic analog JME-209 was highlighted. The main 
objective of this study was to evaluate the bronchodilator and anti-inflammatory potential 
of JME-209, elucidating its viability in the treatment of COPD. We verified in our studies 
that the compound presented optimized anti-spasmodic activity compared to mexiletine, 
confirmed by its action on the relaxation of the tracheal smooth muscle in in vitro 
studies. Broncho-relaxing activity in vivo revealed that JME-209 showed a 
bronchodilator time action comparable to the clinical pharmacological reference agent 
salmeterol. JME-209 was also efficient in inhibiting pathological changes resulting from 
LPS stimulation such as bronchoconstriction, hyperreactivity and inflammation. The 
compound also stood out for inhibiting pathophysiological changes resulting from the 
challenge with LPS in a model of refractoriness to glucocorticoids, considered difficult to 
treat. Interestingly, JME-209 treatment reduced the influx of neutrophils in the airways of 
mice submitted to the lung inflammation model induced by cigarette smoke exposure in 
an effect related to the reduction of proinflammatory cytokines in lung tissue. The 
analogue also presented important activity on oxidative damage, reflected by the 
reduction of malondialdehyde in lung tissue. We conclude that JME-209 is part of a 
mexiletine analogues family that, in fact, combines bronchodilator and anti-inflammatory 
properties that accredit it as a legitimate candidate to control pathophysiological 
conditions associated with pulmonary diseases such as COPD and others.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Esta dissertação de mestrado fundamenta-se em estudos recentes do 

Laboratório de Inflamação do Instituto Oswaldo Cruz, dentro de uma de suas principais 

linhas de pesquisa que é a avaliação do potencial terapêutico de novos candidatos a 

fármacos para o tratamento de doenças inflamatórias pulmonares. A inflamação é uma 

característica central na patogenia de doenças pulmonares graves como a asma e a 

doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC). Agentes farmacológicos capazes de inibir 

a resposta inflamatória ou acelerar a sua resolução têm potencial para controlar essas 

doenças. A inalação de agentes anti-inflamatórios esteroides, em associação a 

broncodilatadores, é atualmente o tratamento mais eficaz no controle da asma. 

Entretanto, os efeitos adversos (particularmente quando o tratamento é sistêmico) e a 

resistência aos glicocorticoides limitam o alcance dos benefícios, especialmente na 

DPOC, cuja inflamação é reconhecidamente refratária ao glicocorticoide. Há, portanto, 

um grande interesse no desenvolvimento de terapias anti-inflamatórias inovadoras que 

sejam eficazes e seguras no tratamento de doenças inflamatórias pulmonares. O 

composto JME-209, juntamente com outros análogos do anestésico local de uso oral 

mexiletina, foi recentemente patenteado na Europa (Patente EP 3031794, 2019) para 

uso no tratamento da asma. O composto foi planejado e sintetizado em colaboração 

com o grupo de síntese química de Farmanguinhos, sendo aqui estudado em modelos 

experimentais preditivos de atividade anti-espasmódica e anti-inflamatória, como parte 

não exaustiva de um processo de avaliação do seu potencial terapêutico e 

aplicabilidade clínica na DPOC. 

1.1   Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica  

 

De acordo com a definição estabelecida pela Iniciativa Global para a Doença 

Pulmonar Obstrutiva Crônica (GOLD), ‘’a doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é 

uma doença prevenível e tratável, caracterizada por sintomas respiratórios persistentes 

e limitação do fluxo aéreo o qual não é totalmente reversível,  geralmente causado por 

uma exposição à partículas e gases nocivos’’ (1).  A DPOC está entre as principais 

causas de morbidade e mortalidade global, sendo considerado um grave problema de 

saúde pública, visto que, quando não controlada, compromete a qualidade de vida dos 
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portadores da doença (2). A DPOC é caracterizada por hiperprodução de muco, 

remodelamento das vias aéreas inferiores e perda da elasticidade, resultante da 

destruição do parênquima pulmonar. Em conjunto, tais alterações resultam nos 

principais sintomas da doença como dispneia, sibilos, tosse exacerbada e dificuldade 

ao respirar (3). 

1.1.1 Epidemiologia da DPOC  

 

Segundo estudos do Ministério da Saúde, os gastos com o tratamento da DPOC 

no Brasil chegam a aproximadamente 72 milhões de reais por ano, o que classifica a 

doença como um grave problema socioeconômico (4). Além disso, levantamentos da 

organização mundial de saúde (OMS), demonstram que existem aproximadamente 384 

milhões de indivíduos portadores de DPOC no mundo inteiro, levando a cerca de 3 

milhões de mortes anualmente (2). Previsões demonstram que a DPOC será a terceira 

principal causa de morte no mundo em 2020, devido ao aumento do tabagismo nos 

países em desenvolvimento e ao envelhecimento da população (5). No Brasil, estima-se 

que existam em torno de 10 milhões de portadores de DPOC, e que a doença leve à 

óbito, cerca de 40 mil indivíduos anualmente (6, 7). Estudos realizados pelo ministério 

da saúde no ano de 2012 demonstraram que a doença foi a quinta maior causa de 

internações no sistema único de saúde (SUS) em pacientes com mais de 40 anos, 

contabilizando cerca de 200 mil hospitalizações (8). O principal fator de risco para o 

desenvolvimento da doença é o tabagismo (80% dos casos), no entanto, apenas 25% 

dos fumantes desenvolvem a DPOC, sugerindo a existência de fatores genéticos que 

possam pré-dispor para seu desenvolvimento, os quais ainda, não foram totalmente 

identificados (1).  

1.1.2   Fatores de risco 

1.1.2.1   Tabagismo 

 

A OMS estima a existência de cerca de 1 bilhão de tabagistas em todo o mundo 

(5). Além disso, dados revelam que a exposição ao cigarro leva à óbito 

aproximadamente 7 milhões de indivíduos anualmente. (9). De grande importância, o 

Brasil é um dos poucos países do mundo a documentar significativas diminuições nas 
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taxas de prevalência do uso de cigarros, resultado de fortes políticas de controle do 

tabaco (8). O cigarro contém aproximadamente 4 mil componentes químicos, sendo 

mais de 50 desses, já comprovados como cancerígenos (Figura 1.1). Atualmente, é 

descrito que, em cada inalação, o tabagista absorve cerca de 2 a 3 mil desses 

elementos (10). Entre os principais constituintes do cigarro estão substâncias tóxicas 

como o arsênio, benzeno, xileno e nicotina, um alcaloide altamente lesivo ao sistema 

nervoso e cardiovascular, responsável pela dependência química ao cigarro (11). Há 

uma estreita relação dose/resposta entre a intensidade do consumo de cigarros e a 

frequência dos sintomas da DPOC (12). A exposição passiva à fumaça de cigarro 

também pode contribuir para sintomas respiratórios e para o desenvolvimento da 

doença, porém, ainda há controvérsias na literatura sobre os seus efeitos no 

desenvolvimento da DPOC (13) . 

 

Figura 1.1: Composição química do cigarro. Entre os aproximadamente 4 mil 
componentes químicos constituintes do cigarro, 50 destes já são comprovadamente 
cancerígenos.                                                             
Fonte: http://saudemaisbemestar.com.br/componentes-quimicos-cigarro-efeitos/. 
 

1.1.2.2   Fatores de risco secundários 

 

Apesar do tabagismo ser a principal causa da DPOC, a exposição a outros 

agentes tóxicos representa um importante fator de risco para o desenvolvimento da 
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doença. Diversos estudos têm relatado a interação de poluentes, oriundos 

principalmente da queima de sílica, lenha, carvão, borracha, solda e cádmio, com o 

desenvolvimento da doença (14-17).  Além disso, distúrbios genéticos também vêm 

sendo descritos como fatores de risco da doença. O mais conhecido está associado 

com a deficiência da protease sérica α1 antitripsina, enzima produzida por células 

hepáticas, que atua no controle da ação da elastase neutrofílica (NE) liberada por 

neutrófilos (18). Baixas concentrações desta enzima, particularmente, em conjunto com 

o tabagismo ou exposição a gases nocivos, levam ao aumento do risco para o 

desenvolvimento do enfisema (19, 20). 

1.1.2 Fisiopatologia da DPOC 

 

A limitação do fluxo aéreo na DPOC é causada principalmente, por inflamação 

crônica do pulmão, a qual aumenta à medida que a doença progride (21). Nos 

brônquios de grande calibre, a inflamação resulta em hiperplasia de células caliciformes 

com consequente hipersecreção de muco (22). Enquanto que, nos bronquíolos 

inferiores, leva à diminuição do lúmen das vias aéreas assim como também, à 

destruição da parede alveolar, resultando em enfisema pulmonar (3). Além de acometer 

os pulmões, a DPOC é acompanhada de manifestações sistêmicas que possuem 

grande impacto sobre a qualidade de vida dos pacientes portadores da doença (Figura 

1.2) (23).  Dados como os de Titz e colaboradores demonstram que fumantes 

portadores de DPOC apresentam expressiva inflamação sistêmica, resultante do 

aumento do número de leucócitos circulantes e dos níveis de mediadores pró-

inflamatórios (24). Ademais, a inflamação sistêmica refletida pelo aumento dos níveis 

circulantes de citocinas como Interleucina IL-1 β  (IL-1β),  Fator de Necrose Tumoral 

Alfa (TNF-α) e IL-6 estão relacionados com a perda de massa muscular que leva à 

caquexia e perda de peso (25), deterioração do tecido ósseo, culminando na 

osteoporose (26) e o desenvolvimento de doenças metabólicas (27) e cardiovasculares 

(28). 
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Figura 1.2: Inflamação sistêmica e o desenvolvimento de comorbidades em 
portadores de DPOC. O processo inflamatório participante da DPOC leva a inflamação 
sistêmica, com aumento dos níveis de mediadores pró-inflamatórios circulantes que, 
consequentemente, levam ao desenvolvimento de diversas comorbidades. Adaptado de 
Barnes, 2014. 
 
 

1.1.3.1   Células e Mediadores Inflamatórios Envolvidos na DPOC 

 

A inflamação na DPOC consiste predominantemente em células inflamatórias 

como macrófagos, neutrófilos e linfócitos T na parede e na luz das vias aéreas 

inferiores, no entanto, o processo envolve também a ativação de células estruturais, 

incluindo células epiteliais alveolares e das vias respiratórias (3). 

 

1.1.3.1.1  Células Epiteliais 

 

As células epiteliais que revestem o trato respiratório representam a primeira 

linha de defesa na resposta imune. Esta camada de células conectadas por junções de 

adesão e de oclusão, revestem a superfície das vias respiratórias e tem papel 

importante na proteção das vias aéreas superiores e inferiores (29). Dois tipos de tecido 
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epitelial revestem as vias respiratórias, os quais são morfologicamente e 

funcionalmente distintos, e estão, respectivamente, localizados na zona condutora, que 

forma o caminho da condução dos gases das fossas nasais aos bronquíolos e na zona 

respiratória, que vai dos ductos alveolares até os alvéolos, onde ocorrem as trocas 

gasosas (30).  

Nas vias aéreas condutivas, o epitélio atua umedecendo e esquentando o ar 

inalado, antes que este chegue aos alvéolos. Ademais, o epitélio que reveste as vias 

aéreas condutivas possui papel ativo na proteção do pulmão contra micro-organismos 

inalados, através da ação de células ciliares e do muco produzido por células 

caliciformes(29, 31).  

O epitélio da zona respiratória, por sua vez, é cúbico e simples, sendo também 

revestido pelas células da clara, responsáveis pela produção de surfactante e pela 

absorção de glicoproteínas. A presença de surfactante nesta região é de extrema 

importância, visto que este reduz a tensão superficial dos alvéolos, evitando que os 

mesmos entrem em colapso (30). Os dutos alveolares e alvéolos são formados por 

células pavimentosas conhecidas como pneumócitos do tipo I, cuja espessura facilita a 

difusão do oxigênio para o sangue e pelos pneumócitos do tipo II, células cúbicas de 

núcleo esférico e citoplasma vacuolizado que armazenam o surfactante produzido (32). 

Estudos indicam que a exposição à fumaça de cigarro ou a agentes irritantes, 

como gases e poluentes, podem levar a diversas alterações no tecido epitelial que 

reveste as vias respiratórias, culminando em dificuldades na troca gasosa e a quebra 

da barreira física contra micro-organismos patogênicos e toxinas (33) A destruição do 

tecido epitelial leva a liberação de padrões moleculares associados ao dano (DAMP), 

os quais servem como sinais de perigo e levam a ativação do sistema imune inato (34). 

Nas vias aéreas superiores, a inalação de fumaça de cigarro leva à hiperplasia de 

células caliciformes e hipertrofia da glândula da submucosa, associada a perda do 

número e função de células ciliares, levando a redução da depuração mucociliar e 

hiperprodução de muco (35). Nas vias aéreas inferiores, a inalação da fumaça de 

cigarro leva ao influxo de células inflamatórias, fibrose e ao espessamento da parede 

brônquica, contribuindo para o aumento da resistência das vias aéreas (29). A inalação 

de fumaça de cigarro pode levar também à destruição da barreira epitelial, facilitando a 

ocorrência de infecções respiratórias, ou ainda, estimular a liberação de diversos 
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mediadores pró-inflamatórios como IL-8, TNF-α, Fator de Transformação do 

Crescimento β (TGF-β) e quimiocinas como o ligante de quimiocina 20 (CCL20) 

agravando o quadro inflamatório (3, 13).  

 

1.1.3.1.2   Macrófagos 

 

Os macrófagos são essenciais para o funcionamento e homeostasia do sistema 

respiratório. A população de macrófagos pulmonares é dividida em macrófagos 

alveolares (AMs) e macrófagos intersticiais (IMs) (36, 37). Os AMs constituem 

aproximadamente 90 % da população de macrófagos pulmonares e são originados da 

medula óssea. Os AMs estão em constante contato com substâncias inaladas, devido 

suas posições expostas no lúmen alveolar. Estes tipos celulares são considerados os 

maiores efetores na defesa imune inata contra irritantes e micro-organismos inaláveis 

devido sua atividade fagocítica (38). Os AMs coordenam as defesas antimicrobianas 

através da expressão de receptores para imunoglobulina (FcR), complemento, β-

Glicanos, manose e diversos tipos de receptores do tipo scavenger os quais juntos, 

facilitam a fagocitose. Estes tipos celulares estão associados a produção de 

substâncias reativas de nitrogênio e oxigênio, os quais estão envolvidos na defesa 

antimicrobiana (39).  

Diversos autores sugerem que a participação de AMs na patogênese da DPOC 

está associada com a sua capacidade de secretar metaloproteinases de matriz (MMPs) 

(40, 41). Esse grupo de enzimas são capazes de degradar proteínas da matriz 

extracelular de forma semelhante às enzimas secretadas pelos neutrófilos. De fato, 

AMs recolhidos do BAL de pacientes com DPOC apresentam aumento da expressão 

gênica de MMP-1, MMP-9 e MMP-12 (42). Além disso, camundongos com deficiência 

genética para MMP-12 apresentaram, comparado com animais selvagens, menor grau 

de lesão pulmonar decorrente da exposição à fumaça de cigarro, indicando a 

importância dessa enzimas na destruição do parênquima pulmonar, característico da 

doença (43). As MMPs também atuam no recrutamento de células inflamatórias da 

circulação, facilitando a infiltração nos tecidos lesados (44). Estudos indicam que os 

AMs de pacientes com DPOC possuem baixa capacidade fagocítica para bactérias, e 

isto pode ser um fator chave na colonização crônica das vias aéreas inferiores por 
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bactérias como Haemophilus Influenzae e Streptococcus Pneumoniae (13). É descrito 

ainda, que AMs presentes nas vias aéreas de portadores de DPOC possuem também 

deficiência no controle da apoptose de leucócitos e isso, pode contribuir para a 

dificuldade no controle da inflamação presente na DPOC (45).  

Ademais, AMs são fontes de diversos mediadores inflamatórios, como TNF-α, 

Leucotrieno B4 (LTB4), espécies reativas de oxigênio (ROS) e diversas quimiocinas, 

incluindo o ligante de quimiocinas da subfamília CXC 8 (CXCL8) e CCL2. A produção 

de CCL2 pode ser particularmente crítica, devido à mesma auxiliar o recrutamento 

adicional de monócitos com subtipo pró-inflamatório para os pulmões (46). Os AMs 

também têm a capacidade de promover a infiltração de células T através da liberação 

de quimiocinas específicas T helper 1 (Th1), como CXCL9, CXCL10 e CXCL11 (13). Os 

níveis aumentados destas quimiocinas têm sido relatados no escarro de pacientes com 

DPOC e diretamente correlacionadas com o aumento observado na infiltração de 

macrófagos, como também, com a diminuição da função pulmonar (36, 37).  

Os IMs, assim como os AMs, são células fagocíticas, e podem ser considerados 

a segunda linha de defesa contra microorganismos invasores no pulmão (38, 47). A 

grande maioria dos estudos acerca deste tipo celular são focados na capacidade 

imuno-regulatória destes leucócitos. Este potencial está relacionado, principalmente, 

com a capacidade de liberação da citocina IL-10, mediador com importante e conhecida 

atividade anti-inflamatória (48, 49). Estudos como os de Kawano e colaboradores 

demonstraram que o tratamento com IMs obtidos de camundongos selvagens (WT) foi 

capaz de inibir a inflamação em um modelo de asma neutrofílica em camundongos 

‘’knockout’’ para a citocina IL-10. Neste estudo, os autores observaram que o 

tratamento com IMs inibiu a inflamação neutrofílica, a hiperprodução de muco, assim 

como a redução dos níveis das citocinas IL-17 e IL-13, sugerindo a importância destes 

macrófagos na homeostase pulmonar (50). Ademais, alguns autores demonstram que 

os IMs também possuem importante atividade sobre o remodelamento tecidual, visto 

que são também, importantes fontes de MMPs (51). Um esquema representativo da 

função e participação dos macrófagos na patogenia da DPOC está representado na 

figura 1.3. 
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Figura 1.3: Esquema representativo da função e participação dos macrófagos, 
células centrais na patogenia da DPOC. A fumaça de cigarro leva ao aumento da 
diferenciação de monócitos em macrófagos, além de levar ao recrutamento de 
monócitos adicionais. Os macrófagos, por sua vez, têm grande participação na 
fisiopatologia da DPOC pela liberação de mediadores pró-inflamatórios como CXCL 8, 
CXCL1 e LTB4 que levam ao recrutamento de neutrófilos e CCL 2, que leva ao 
aumento do recrutamento de monócitos circulantes. Ademais, a liberação de CXCL 10, 
CXCL 11, CXCL 12 está relacionada com o aumento do número de linfócitos T CD8 no 
parênquima pulmonar, contribuindo para o enfisema. A produção de TGF-β e MMP-9 e 
MMP-12 estão respectivamente relacionadas com o desenvolvimento de fibrose 
peribrônquica e com a destruição dos septos alveolares, o que acarreta no enfisema 
pulmonar. Ademais, a liberação de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico (NO) 
por macrófagos ativados estão relacionados com o desenvolvimento de refratariedade 
ao tratamento com anti-inflamatórios esteroidais. Adaptado de Barnes, 2014. 
 

1.1.3.2.3   Neutrófilos 

 

Os neutrófilos são a primeira linha de defesa contra a invasão de agentes 

estranhos e são rapidamente recrutados para os sítios de infecção. As principais 

funções destes leucócitos estão na fagocitose de micro-organismos invasores, os quais 

são destruídos pela produção e ação de ROS, proteases como a NE, catepsinas e 

muitas outras proteínas antibacterianas (52). O aumento do número de neutrófilos é a 
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primeira e mais consistente anormalidade encontrada no BAL e escarro induzido de 

pacientes portadores de DPOC (6, 53). Os neutrófilos são umas das células 

inflamatórias mais abundantes na parede brônquica e no lúmen dos pacientes com 

DPOC, no entanto, infecções recorrentes e a colonização bacteriana persistente das 

vias aéreas também podem influenciar no aumento do número dessas células nas vias 

aéreas e no parênquima pulmonar (54).  

O recrutamento de neutrófilos para as vias aéreas é controlado por diversos 

mediadores, sendo os principais: IL-8, IL-1β, TNF-α, IL-17 e LTB4 (55). Em modelos 

animais para doenças pulmonares, incluindo a DPOC, o bloqueio de receptores como 

CXCR1 e CXCR2 por inibidores específicos reduziu significativamente o influxo 

neutrofílico nas vias aéreas (55, 56). Ademais, CXCR1 e CXCR2 são altamente 

expressos em biópsias brônquicas de pacientes com DPOC severa, os quais são mais 

propícios a exacerbações, demonstrando que, de fato, a ação de citocinas e 

quimiocinas recrutadoras de neutrófilos tem grande importância na fisiopatologia da 

doença (57). A ativação de neutrófilos residentes do tecido pulmonar, devido à 

exposição à fumaça de cigarro, leva a liberação de proteínas citoplasmáticas, onde 

incluem-se, principalmente, a NE e a mieloperoxidase (MPO) (52). A NE possui um 

importante papel na defesa contra bactérias e fungos, no entanto, a liberação desta 

protease pode levar a danos consideráveis quando em contato com a matriz 

extracelular, devido a sua capacidade de degradar quase todos os seus componentes, 

como colágeno, fibronectina, proteoglicanos, heparina e fibrina (58). Diversos estudos 

demonstram o impacto da liberação dessas proteases sobre a destruição do 

parênquima pulmonar, onde fragmentos de elastina e de matriz extracelular agem como 

estímulos para um ciclo pró-inflamatório vicioso (59). Ademais, a liberação de NE pode 

também, induzir dano epitelial, hiperplasia de células caliciformes, aumento da secreção 

de muco e redução da frequência da movimentação ciliar. Tais alterações, em conjunto, 

contribuem para a invasão de bactérias, o que leva a colonização das vias aéreas 

tipicamente observada em pacientes com DPOC moderada a severa (60). 
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1.1.3.1.4   Linfócitos T 

 

Os linfócitos T representam a maior população de linfócitos pulmonares 

recuperados do trato respiratório de indivíduos sadios e portadores de DPOC. Este tipo 

celular está localizado nas vias aéreas, epitélio alveolar e no interstício. Em indivíduos 

saudáveis, linfócitos T CD4 relacionados ao subtipo ‘’helper’’ e linfócitos  T CD8 

citotóxicos estão presentes na mesma proporção no sangue periférico (61). Após a 

ativação antigênica,  linfócitos TCD4+ adquirem a capacidade de produzir e liberar um 

grande repertório de citocinas pró-inflamatórias (62). Enquanto que os linfócitos TCD8+ 

estão presentes na mucosa respiratória e podem ser ativados quando em contato com 

antígenos de organismos invasores ou durante condições as quais mimetizam a 

invasão ao hospedeiro. Em particular, este tipo celular tem papel central na defesa 

contra vírus e são também essenciais para a defesa contra tumores (63). 

A fumaça de cigarro leva a uma resposta imune inata que, em portadores de 

DPOC, persiste e ativa a imunidade adaptativa, envolvendo os linfócitos T. Alguns 

estudos demonstram que o número de linfócitos T CD8 se apresenta aumentado nas 

vias aéreas e no parênquima pulmonar de portadores de DPOC, os quais atuam 

levando a citólise e apoptose de células epiteliais alveolares pela liberação de 

perforinas, granzimas e granulisina, resultando no enfisema pulmonar (64, 65). De fato, 

estudos utilizando modelos animais de enfisema induzido pela exposição à fumaça de 

cigarro indicam que o aumento do número de linfócitos T CD8 está diretamente 

correlacionado com a progressão da doença (40). Além disso, na DPOC, há uma 

polarização de linfócitos para um perfil de resposta do tipo Th1 resultando na produção 

e liberação de citocinas, especialmente Interferon Gama (IFN-γ), levando a ativação de 

macrófagos, que  produzem uma série de citocinas como IL-12, que por sua vez, 

mantém o perfil de linfócitos para o tipo Th1 (35). Sugere-se ainda que estes linfócitos 

tenham grande importância na manutenção da memória imunológica que levaria a 

perpetuação do processo inflamatório mesmo após a suspensão do tabagismo (6, 13). 

A resposta celular associada com a DPOC tem sido mais frequentemente 

relacionada a linfócitos Th1. No entanto, novos avanços na compreensão da biologia 

deste tipo celular revelaram a existência de uma subpopulação distinta com potente 

atividade pró-inflamatória. Estas células são designadas linfócitos Th17 devido sua 
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capacidade em produzir IL-17 (66). No tecido pulmonar, a IL-17 é um indutor da 

produção de IL-6 por células epiteliais brônquicas, e ambas são fortes indutores da 

produção de mucinas por células epiteliais pulmonares. Além disso, IL-17 induz a 

liberação de IL-8 por células epiteliais, importante quimiocina no recrutamento de 

neutrófilos (13, 67). Um esquema representativo da função e participação das células 

inflamatórias na patogenia da DPOC está representado na figura 1.4. 

       

Figura 1.4: Esquema representativo da participação de células inflamatórias e 
mediadores pró inflamatórios na fisiopatologia da DPOC. (Adaptado de Barnes, 2014). 
 
 

1.1.3.2   Citocinas e Quimiocinas 
 

Citocinas são proteínas sinalizadoras extracelulares que normalmente possuem 

menos de que 80 kDa, enquanto que, quimiocinas, são citocinas de 8-10 kDa com 

propriedades quimiotáticas. Estes mediadores são sintetizados e secretados por 

diferentes tipos celulares e estão envolvidos com diversas etapas do processo 

inflamatório, através da interação com receptores específicos na superfície da célula 

alvo. Grande parte destes mediadores já são conhecidos e estudados, estando mais 
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claramente implicados na fisiopatologia da DPOC, enquanto que outros desempenham 

um papel não esclarecido no contexto da doença (13, 55, 68). 

O TNF-α é uma citocina que exerce uma variedade de efeitos, como o 

favorecimento do crescimento celular, citotoxicidade e inflamação. Esse mediador 

exerce um papel de grande importância na fisiopatologia da DPOC, onde é produzido e 

secretado por AMs, linfócitos e neutrófilos após o contato com as substâncias tóxicas 

da fumaça de cigarro (3, 66, 69). A IL-1β é uma das principais citocinas envolvidas na 

iniciação e persistência da inflamação. A produção de IL-1β se apresenta aumentada 

no tecido pulmonar e no BAL de portadores de DPOC e observa-se o aumento dos 

níveis desse mediador durante exacerbações da doença (67). Estudos também indicam 

a importância da citocina IL-1β sobre o desenvolvimento do enfisema, visto que esse 

mediador pode levar ao aumento da produção de MMP-9 e MMP-12, que por sua vez, 

degradam a matriz extracelular (70). 

A inflamação na DPOC é acompanhada também pelo aumento dos níveis de 

molécula de adesão intracelular 1 (ICAM-1), proteína inflamatória de macrófagos 1α 

(MIP-1α) e IL-8, tanto no epitélio como no endotélio (57).  Estudos como os de Zou e 

colaboradores e Ekberg e colaboradores demonstraram que amostras do BAL e do 

escarro induzido de pacientes com DPOC leve à moderada apresentaram altos níveis 

de IL-8, LTB4 e proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-1) (57, 67, 71).  

 

1.1.3.3   Estresse Oxidativo 
 

Além do processo inflamatório pulmonar, as alterações patológicas que ocorrem 

na DPOC podem ser amplificadas pelo estresse oxidativo, caracterizado pelo 

desequilíbrio entre ROS em relação a agentes antioxidantes. As ROS são encontradas 

em todos os sistemas biológicos e se originam do metabolismo do oxigênio molecular 

(O2). Em condições fisiológicas, o oxigênio sofre redução com aceitação de quatro 

elétrons, resultando na formação de água. Durante esse processo, são formados 

intermediários reativos, como o radical superóxido (O2-) e derivados como o peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e hidroxila (OH -) (72). Sob condições patológicas, concentrações 

elevadas desses intermediários reativos nas células levam a mudanças permanentes 

na transdução da sinalização e na expressão genética, levando a destruição da 

membrana e apoptose celular (Figura 1.4) (41). Visando a manutenção da homeostasia 
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do organismo, a ação das enzimas antioxidantes é de extrema importância. Os 

principais componentes do sistema antioxidante enzimático são a superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT), e glutationa peroxidase (GPx), que agem no início da cadeia de 

formação de espécies reativas, evitando o acúmulo de oxidantes como o O2 – e H2O2 

(73). A fumaça de cigarro contém altas concentrações de oxidantes e radicais livres. 

Estas substâncias podem estimular macrófagos alveolares e neutrófilos a produzirem 

ROS, resultando em desequilíbrio redox, e a liberarem diversas citocinas envolvidas na 

migração de células inflamatórias para o tecido pulmonar, como TNF-α, IL-1β, IL-17 e 

IL-6 (74). 

         

 

Figura 1.5: Impacto do estresse oxidativo na fisiopatologia da DPOC. Diversos 
estudos relatam o efeito do dano oxidativo sobre a patogenia da DPOC, entre eles, o 
aumento, perpetuação e progressão do quadro inflamatório, a instalação de um quadro 
insensível a glicocorticoides, dano tecidual ao parênquima pulmonar e fibrose. 
Adaptado de Barnes, 2014. 
 
 

1.1.3.4   Desequilíbrio Protease – Antiprotease 
 

A primeira hipótese formulada para o enfisema pulmonar presente na DPOC 

determinava que este era causado pelo desequilíbrio dos níveis de proteases e 

antiproteases presentes no parênquima pulmonar. A teoria foi desenvolvida através dos 

estudos de Laurell & Eriksson (1963), no qual descreveram que pacientes com 
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deficiência genética para a enzima α-1 antitripsina desenvolviam enfisema (75). 

Posteriormente, em 1965, Gross e colaboradores descreveram que era possível a 

instauração de um quadro enfisematoso no pulmão de ratos pela instilação da protease 

de origem vegetal papaína (76). Também foi demonstrado que camundongos com 

deficiência para os genes da NE, protease liberada por neutrófilos que destroem a 

matriz extracelular, apresentaram redução no desenvolvimento do enfisema (19). 

 Baseado nos estudos iniciais de Laurell & Eriksson, em conjunto com o avanço 

e desenvolvimento de novas tecnologias nas áreas de imunologia e biologia celular e 

molecular, novos estudos surgiram, e com estes, novos questionamentos acerca do 

desenvolvimento do quadro enfisematoso. A hipótese convencional e mais aceita hoje 

para o desenvolvimento do enfisema pulmonar, sugere que a fumaça de cigarro leva a 

um grande influxo de células inflamatórias para o pulmão, resultando na liberação de 

ROS e proteases que em conjunto, levam a degradação da matriz extracelular e 

apoptose de células estruturais (20) (Figura 1.5). Ademais, alguns estudos indicam que 

o desequilíbrio entre a apoptose e o reparo de células estruturais no pulmão podem 

favorecer à destruição do tecido pulmonar em resposta à fumaça de cigarro (35). De 

fato, a fumaça interfere com a proliferação celular, quimiotaxia, produção e 

remodelamento de componentes da matriz, os quais, em conjunto, podem explicar o 

aumento do número de células apoptóticas e o ciclo pró-inflamatório vicioso presente 

no pulmão de portadores de DPOC com enfisema severo (68). 
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Figura 1.6: Desequilíbrio dos níveis de proteases e anti-proteases na 
fisiopatologia da DPOC. A fumaça de cigarro induz um desequilíbrio de proteases e 
anti-proteases, que favorecem a via proteolítica. A fumaça de cigarro leva ao aumento 
do influxo de células inflamatórias para os alvéolos, que por sua vez, liberam 
metalloproteinases de matriz (MMPs), elastase neutrofílica (NE) e espécies reativas de 
oxigênio (ROS). A degradação da matriz extracelular pelas MMPs leva a destruição do 
septo alveolar, aumento dos espaços intra-alveolares e leva a disfunções pulmonares 
como o aprisionamento de ar, hiperinsuflação e hipertensão pulmonar. Os fragmentos 
de elastina que resultam da destruição alveolar se tornam quimioatraentes para um 
influxo vicioso de células inflamatórias. Adaptado de Antunes & Rocco, 2011. 
 

1.1.3 Opções Terapêuticas para o Tratamento da DPOC 
 

As terapias farmacológicas atuais para o tratamento da DPOC são relativamente 

ineficazes uma vez que ainda não existem medicamentos disponíveis que reduzam 

consideravelmente a progressão ou a taxa de mortalidade ou ainda que tenham um 

efeito significativo sobre as exacerbações, principais responsáveis pelas admissões 

hospitalares (77). A principal terapia farmacológica no controle da DPOC consiste no 

uso de broncodilatadores inalatórios, visando o alívio dos sintomas da doença e o uso 

de agentes anti-inflamatórios, a fim de retardar a sua progressão.  
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1.1.4.1   Broncodilatadores 
 

Os broncodilatadores são as principais opções farmacológicas, sendo críticos 

para a manutenção sintomática da DPOC. Estes medicamentos funcionam como tal, 

devido suas ações que levam ao relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas (78). 

Atualmente, esta classe de fármacos é dividida, principalmente, em dois principais 

grupos: os agonistas dos receptores β-2 adrenérgicos e os antagonistas dos receptores 

muscarínicos, os quais, estão disponíveis para uso individual ou em combinação com 

glicocorticoides (79).  

 

1.1.4.1.1 Agonistas dos receptores β2-Adrenérgicos  

 

Os agonistas dos receptores β2 adrenérgicos são potentes broncodilatadores e 

podem ser administrados pelas vias inalatória, oral ou intravenosa, sendo a primeira a 

preferível. Estes medicamentos atuam através da ativação dos receptores β2 

adrenérgicos acoplados à proteína G na superfície celular. A ativação desse receptor 

leva a ativação de adenilato ciclase, enzima responsável pela catalização e conversão 

de Adenosina Trifosfato (ATP) em Adenosina Monofosfato Cíclico (AMPc). O AMPc se 

liga a unidade regulatória da proteína quinase A (PKA), promovendo a liberação de sua 

unidade calalítica, causando a fosforilação de diversas proteínas alvo, levando ao 

relaxamento da musculatura lisa (78). A ativação de AMPc também leva a liberação de 

cálcio de depósitos intracelulares, reduzindo o influxo de cálcio através das 

membranas, auxiliando o relaxamento da musculatura lisa e a broncodilatação (80). 

Estudos indicam que a ativação dos receptores β2 adrenérgicos também potencializam 

a atividade anti-inflamatória de glicocorticoides, aumentando a translocação do receptor 

de glicocorticoides do citoplasma para o núcleo da célula (81). Apesar de serem 

amplamente utilizados como opção farmacológica no tratamento da DPOC, o uso de 

broncodilatadores não é eficaz em reverter a obstrução das vias aéreas como o 

observado em pacientes asmáticos, visto que esta classe de medicamentos somente 

revertem a obstrução das vias aéreas parcialmente (82). 
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1.1.4.1.1.1  β2 agonistas de curta duração 

 

O grupo dos broncodilatadores de curta duração são também chamados de 

broncodilatadores de resgate, onde incluem-se os medicamentos salbutamol, fenoterol, 

terbutalina, albuterol e reproterol. Em média, o efeito broncodilatador desta classe de 

medicamentos, pela via inalatória, tem início em poucos minutos, durando entre 4-6 h. 

Estes são recomendados para o alívio imediato dos sintomas agudos e constituem a 

primeira opção broncodilatadora nas exacerbações da DPOC (80).  

 

1.1.4.1.1.2   β2 agonistas de longa duração (BALD) 

 

O grupo dos BALD, é composto pelos fármacos formoterol e salmeterol. O efeito 

broncodilatador destes medicamentos é de aproximadamente 12 h, sendo o início de 

ação do formoterol mais rápido que o do salmeterol. Recentemente, novos 

broncodilatadores β2 agonistas foram sintetizados, representados pelos medicamentos 

Indacaterol e Vilanterol, que apresentam duração ultra-prolongada, ou seja, com efeito 

broncodilatador de até 24 h. Estes medicamentos são utilizados profilaticamente no 

controle da DPOC (69, 83). Embora controlem os sintomas inerentes a 

broncoconstrição e reduzam as exacerbações, a monoterapia com BALD não é 

indicada, visto que esses fármacos não possuem efeitos significativos sobre a 

inflamação. Tendo isto em vista, é fortemente recomendada a utilização de formulações 

inalatórias que contenham uma associação de glicocorticoides com BALD (78, 80). 

 

1.1.4.1.2   Antagonista dos receptores muscarínicos 

 

Os antagonistas muscarínicos ou anticolinérgicos são compostos pelos 

medicamentos brometo de ipratrópio e brometo de tiotrópio e atuam inibindo a 

broncoconstrição mediada pela ligação de acetilcolina (ACh) aos receptores 

muscarínicos (79). O brometo de ipratrópio possui ação curta, com atividade relaxante 

em cerca de 3-6 h após inalação, enquanto que o brometo de tiotrópio possui ação de 

até 12 h (84). Estudos indicam que o brometo de tiotrópio tem como propriedade a 

afinidade prolongada pelos receptores M1 e M3 e de se dissociar rapidamente do 

receptor M2, responsável pela regulação da liberação de acetilcolina (85). Os efeitos 
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colaterais dos anticolinérgicos incluem boca seca e broncoconstrição em decorrência do 

bloqueio dos receptores M2 pré-sinápticos, levando ao aumento da liberação de 

acetilcolina pelos nervos colinérgicos, reduzindo a eficácia do antagonismo (78).  

Estudos como os de Wollin e Pieper demonstram que apesar de ser um 

broncodilatador, o brometo de tiotrópio, possui significativo potencial anti-inflamatório, 

avaliado em um modelo de exposição à fumaça de curta duração em camundongos 

(86). Tal estudo avaliou farmacologicamente a atividade do anticolinérgico em 

comparação com o glicocorticoide dexametasona e o inibidor de fosfodiesterase 4 

(PDE-4) Roflumilast. Os autores observaram que o tratamento com tiotrópio inibiu de 

maneira significativa o influxo leucocitário para as vias aéreas em um efeito que está 

relacionado com a inibição de citocinas pró-inflamatórias. Ademais, nesta análise, a 

atividade anti-inflamatória do anticolinérgico mostrou-se mais eficaz que a 

dexametasona e o Roflumilast. 

 

1.1.4.2   Anti-Inflamatórios 
 
1.1.4.2.1   Inibidores de PDE-4 

 

As PDEs são enzimas que degradam as ligações do tipo fosfodiéster de AMPc e 

guanosina monofosfato cíclico (GMPc) para seus monofosfatos inativos. A família das 

PDEs é composta de 11 membros (PDE 1-11). Suas classificações são baseadas na 

sequência de aminoácidos, especificidade ao substrato e distribuição tecidual. Todas as 

PDEs possuem três regiões funcionais: uma região catalítica conservada em ambos os 

lados por uma região regulatória N-terminal e uma região C-terminal variável. As PDEs 

4, 7 e 8 degradam o AMPc especificamente, enquanto que PDE5, 6 e 9 inibem o GMPc. 

As PDEs 1,2,3,10 e 11 podem degradar ambos AMPc e GMPc (87). Estas enzimas 

participam em diversos processos biológicos como a inflamação, cognição, lipogênese, 

função de canais iônicos, apoptose e diferenciação celular (88).  Com isso, a inibição de 

PDEs é uma maneira útil de causar uma variedade de efeitos celulares como a inibição 

da ativação de células inflamatórias, e de levar ao relaxamento da musculatura lisa. 

 As enzimas PDE4 são altamente expressas em diversas células inflamatórias 

como mastócitos, eosinófilos, neutrófilos, linfócitos T, macrófagos e células estruturais 

(89). Entre os principais efeitos biológicos observados pela ação dos inibidores de 
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PDE4 estão a diminuição da apoptose, redução da liberação de mediadores pró-

inflamatórios e da expressão de marcadores de superfície em diversos tipos celulares 

(90). A família das enzimas PDE4 é codificada por 3 genes distintos (PDE4A, PDE4B e 

PDE4D) que são altamente expressos em células inflamatórias enquanto que, a 

expressão de PDE4C é geralmente fraca (91).  

Estudos investigam a atividade e o impacto das PDE-4 sobre doenças 

pulmonares como a DPOC e a asma (89, 92, 93). Dessa forma, inibidores seletivos da 

PDE4 foram sintetizados e avaliados em modelos experimentais de DPOC. Entre estes, 

os de primeira e segunda geração, Rolipram e Cilomilast, respectivamente, se 

destacaram. Estudos demonstraram a atividade anti-inflamatória destes compostos, 

onde observaram a inibição do influxo de eosinófilos e neutrófilos, e da produção de 

citocinas por Linfócitos T, células epiteliais das vias aéreas, basófilos, monócitos e 

macrófagos (88, 89, 91). Ademais, em modelo in vitro, a liberação de GM-CSF por 

células musculares lisas das vias aéreas estímuladas com TNF-α ou IL-1β foi inibida 

pelo tratamento com Rolipram ou Cilomilast (87). No entanto, apesar dos resultados 

promissores obtidos com os inibidores de PDE4 de primeira e segunda geração em 

estudos pré-clínicos, os mesmos foram descontinuados em estudos clínicos devido a 

sua estreita janela terapêutica e pelos constantes efeitos adversos sobre o trato gastro-

intestinal (92-94). 

Visando a síntese de novos inibidores de PDE4 com maior janela terapêutica e 

que fossem mais seguros, foi desenvolvida uma terceira série de inibidores 

representada pelo medicamento Roflumilast, vendido comercialmente sob o nome 

Daxas®. Estudos demonstraram a atividade anti-inflamatória do Roflumilast em 

modelos animais de DPOC. Entre estes, observou-se que o tratamento com o inibidor 

de PDE4 levou a redução do número de neutrófilos no BAL de ratos e camundongos 

expostos a fumaça de cigarro em modelo de inflamação pulmonar de curta duração. 

Ainda no mesmo estudo, observou-se que o tratamento também levou a redução do 

influxo de células inflamatórias no parênquima pulmonar de ratos expostos à fumaça de 

cigarro durante 7 meses consecutivos (95). Estudos como os de Martorana e 

colaboradores demonstraram também que o tratamento com roflumilast foi capaz de 

reverter de maneira significativa o enfisema em camundongos que foram expostos à 

fumaça de cigarro durante 4 ou 7 meses consecutivos (96). Enquanto que o estudo de 
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Cortijo e colaboradores mostrou que o tratamento com roflumilast também foi eficaz em 

inibir o influxo de neutrófilos e macrófagos para o tecido pulmonar em camundongos 

estimulados com bleomicina (97).  

A segurança e eficácia de Roflumilast foi demonstrada em dois estudos clínicos 

de fase 3, que incluiu mais de 1500 pacientes com idades acima de 40 anos. O 

medicamento foi aprovado para o tratamento da DPOC, no entanto, com a ressalva do 

FDA de que o tratamento crônico pode levar a danos ao trato gastrointestinal e a saúde 

mental, incluindo alterações no humor, pensamento, comportamento, assim como a 

perda de peso inexplicada (88, 94).  

 

1.1.4.2.2   Glicocorticoides 

 

Os glicocorticoides são considerados o tratamento de padrão ouro para diversas 

condições inflamatórias, sendo adotados como a primeira opção terapêutica para 

doenças das mais diferentes etiologias. Para exercerem seus efeitos, os 

glicocorticoides precisam ser ligados aos seus receptores citoplasmáticos (GR). Quase 

todas as células do corpo humano expressam GRs, no entanto, o número de receptores 

pode variar em diferentes tipos celulares (98). Estudos na área de bioquímica e biologia 

molecular demonstram que a estrutura dos GRs possuem aproximadamente 800 

resíduos de aminoácidos e que, certas áreas da molécula apresentam homologia com 

outros receptores esteroidais, de hormônios da tireóide e de ácido retinóico (99). Estes 

receptores possuem dois sítios altamente conservados que formam domínios de ligação 

a zinco, e que interagem com regiões específicas no DNA, e uma extremidade carboxi-

terminal interagindo com o ligante (100). Existem duas principais isoformas de GRs 

descritos, GRα e GRβ os quais são gerados por processamento alternativo de RNA 

mensageiro (101). A isoforma GRβ difere do GRα apenas no domínio C-Terminal, onde 

os últimos 50 aminoácidos de GRα são substituídos por uma sequência única de 15 

aminoácidos (102). No entanto, apesar da simples alteração estrutural, essa realocação 

de aminoácidos leva a importantes consequências funcionais, visto que somente a 

isoforma GRα é capaz de se ligar a glicocorticoides e levar a transativação ligante-

dependente (91). Estudos descrevem que a isoforma GRβ atua inibindo GRα, 

impedindo sua ligação ao DNA (103, 104). A ativação dos receptores de glicocorticoide 
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promove a translocação do complexo esteroide-GR para o núcleo celular, onde se liga 

a sequências específicas do DNA denominados elementos responsivos ao 

glicocorticoide (GRE), ativando a transcrição de genes anti-inflamatórios ou reprimindo 

genes pró-inflamatórios (105). 

Os glicocorticoides são altamente eficazes no tratamento da asma, em cerca de 

90 % dos pacientes (100). No entanto, apesar de serem amplamente utilizados por 

portadores de DPOC, estes medicamentos são ineficazes nestes pacientes (106).  

Entre os mecanismos relacionados a resistência de glicocorticoides  podem ser citados: 

(i) o estresse oxidativo presente em portadores de DPOC, que leva a inativação da 

enzima HDAC2, que por sua vez, leva ao aumento da acetilação das histonas com 

consequente redução da repressão de genes pró-inflamatórios pelos glicocorticoides; 

(ii) redução do número de GRs e diminuição da translocação dos receptores como 

resultado da fosforilação por Map Quinases (Mapk), proteína quinase p38 (p38) e 

proteína quinase JNK (JNK); (iii) antagonismo do receptor GR pela prolactina, que leva 

a redução da eficácia dos glicocorticoides (107-109). Além disso, diversos estudos 

demonstram que a refratariedade a glicocorticoides em pacientes asmáticos graves, 

assim como portadores de DPOC está associada, em sua grande maioria, pela 

superexpressão da isoforma de receptores GRβ em células inflamatórias (110-112). 

1.2    Anestésicos Locais 

 

Os anestésicos locais possuem uma alta gama de aplicações clínicas bem 

estabelecidas na medicina. Essa classe de medicamentos é amplamente conhecida por 

suas capacidades sobre o bloqueio dos canais de sódio dependentes de voltagem, 

ocasionando um bloqueio reversível da transmissão nervosa e na função neuronal. 

Diversos estudos demonstram que os anestésicos locais possuem também efeitos que 

vão além da sua reconhecida ação anestésica, como por exemplo, atividade 

neuroprotetora (113), antibacteriana(114), antitumoral (115, 116) e anti-inflamatória 

(117-120).  

Descoberta nos anos 50, a lidocaína, anestésico local do tipo amino-amida é 

ainda hoje amplamente utilizada em procedimentos cirúrgicos devido à rápida e segura 

ação anestésica (Figura 1.7). Ademais, a lidocaína possui também outras indicações, 

como a inibição de broncoespasmo induzido pela intubação traqueal, analgesia de dor 
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neuropática, adjuvante da dor pós-operatória e, em menor escala, como antiarrítmico 

(121, 122). Estudos indicam que o efeito da lidocaína não se restringe apenas ao 

bloqueio de canais de sódio em células excitáveis. Como exemplo, outros canais, como 

os de potássio ou cálcio, também são inibidos pelo anestésico (123). Devido a este 

mecanismo, a lidocaína possui importante ação sobre células não excitáveis, 

principalmente células inflamatórias, como macrófagos, linfócitos, neutrófilos e 

eosinófilos (117, 124). É interessante ressaltar que alguns dos efeitos farmacológicos 

da lidocaína ocorrem em concentrações muito mais baixas do que as necessárias para 

o bloqueio do canal de sódio (125). A concentração de lidocaína capaz de induzir 50% 

do efeito máximo (IC50) no canal neuronal de sódio é de aproximadamente 50-100 µM, 

enquanto concentrações muito menores do anestésico (IC50 = 20nM) inibem a 

sinalização através dos receptores muscarínicos M1 (126). Ademais, estudos 

demonstram que os efeitos anti-inflamatórios da lidocaína não são reproduzidos por 

outros bloqueadores dos canais de sódio, o que indica que mecanismos alternativos 

possam contribuir para as ações anti-inflamatórias do anestésico (127). 

                                             

Figura 1.7: Estrutura química do anestésico local lidocaína. 

 

Diversos estudos demonstram a capacidade da lidocaína em inibir a migração, 

ativação e fagocitose de neutrófilos in vitro, células cruciais na fisiopatologia da DPOC 

(128). Tendo isto em vista, ensaios pré-clínicos investigaram o papel do anestésico em 

modelos de doença com este perfil inflamatório. Dessa forma, estudos como o de 

Nishina e colaboradores avaliaram o efeito do tratamento intravenoso com lidocaína 

sobre a lesão pulmonar aguda em coelhos. Os autores observaram que o tratamento 
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resultou na diminuição do influxo neutrofílico no pulmão dos coelhos após estímulo 

inflamatório. Além disso, os autores observaram uma significativa inibição da resposta 

pró-oxidante, indicando a redução da geração de ROS com subsequente redução do 

dano endotelial e edema pulmonar (129). 

Sabe-se que o aumento do influxo de células inflamatórias no tecido pulmonar 

está diretamente relacionado ao aumento da produção e secreção de mediadores pró-

inflamatórios (130). Sinclair e colabradores relataram que a pré-incubação in vitro com 

lidocaína inibe a liberação de LTB4, potente fator quimiotático para neutrófilos por 

monócitos humanos estimulados com zimosan. No mesmo estudo, foi observado que a 

pré-incubação com lidocaína resultou na diminuição dos níveis de IL-1β no 

sobrenadante de células mononucleares estimuladas com LPS (131). Ademais, estudos 

utilizando o modelo de lesão pulmonar induzida por ventilação mecânica, em 

camundongos, demonstrou que a lidocaína administrada por via intravenosa é capaz de 

aumentar os níveis plasmáticos e pulmonares de IL-10, citocina com reconhecida 

atividade anti-inflamatória (132). Estudos como os de Tanaka e colaboradores 

indicaram que linfócitos T poderiam sofrer apoptose ou necrose celular pela 

administração de lidocaína de maneira dose-dependente. Tal ação está relacionada 

com a redução da produção de citocinas pró-inflamatórias e com a inibição da ativação 

de p38 MAPK, ERK1/2 e NF-Κb (133). Ademais, estudos sugerem que os efeitos da 

lidocaína sobre as células T não estão relacionados à sua ação anestésica, pelo fato da 

ropivacaína, anestésico local mais potente que a lidocaína, não ser capaz de interferir 

sobre a atividade de células T in vitro (118).  

Em conjunto, estes dados sugerem que a lidocaína poderia ser uma alternativa 

terapêutica em pacientes portadores de doenças inflamatórias pulmonares. De fato, 

diversos estudos clínicos apontam a capacidade do tratamento aerossolizado com 

lidocaína em minimizar os sintomas da asma moderada e grave, diminuindo também, a 

necessidade da utilização de glicocorticoides orais em pacientes dependentes deste 

tratamento (124). Um estudo publicado por Saito e colaboradores demonstrou que a 

lidocaína foi capaz de tratar de forma efetiva uma paciente asmática grávida que se 

mostrava refratária ao tratamento sistêmico com anti-inflamatórios esteroidais, 

antagonistas colinérgicos e agonistas β2 adrenérgicos (134). No entanto, a utilização de 

lidocaína para o tratamento da asma deve ser visto com bastante cautela, visto que 
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estudos indicam que a anestesia das vias respiratórias pulmonares pode acarretar na 

irritação das vias aéreas e redução do fluxo de ar em pacientes asmáticos (135). 

 

1.3  Análogos estruturais não anestésicos da Lidocaína 

 

Devido aos efeitos adversos da administração de lidocaína nebulizada em 

asmáticos, e a forte correlação existente entre tais efeitos e a ação de bloqueio de 

canais de sódio, levantou-se a possibilidade de que a atividade anestésica da lidocaína 

não seria relevante para a sua atividade antiasmática. Dessa forma, em tese, se 

poderia desenvolver análogos não anestésicos da lidocaína com atividade anti-

inflamatória preservada ou até melhorada. Nosso grupo de pesquisa, em colaboração 

com o Departamento de Síntese Orgânica de Farmaguinhos, sintetizou e avaliou a 

atividade anti-inflamatória e espasmolítica de análogos estruturais da lidocaína, 

possibilitando a identificação de análogos com limitada atividade anestésica local e 

propriedades anti-inflamatórias otimizadas, que foram avaliados farmacologicamente 

em diferentes modelos in vitro e in vivo.  

Dentre as moléculas selecionadas, destacaram-se o JMF2-1 e JM25-1 por 

apresentarem reduzida atividade sobre correntes de sódio em células excitáveis, 

preservando a atividade anti-inflamatória e relaxante da musculatura lisa das vias 

aéreas (136-138). Estudos subsequentes indicaram que a nebulização de JMF2-1 

promoveu a redução de células inflamatórias no pulmão, a inibição da hiper-reatividade 

das vias aéreas e dos níveis aumentados de citocinas pró-inflamatórias em 

camundongos provocados com alérgeno, num mecanismo associado à inibição da 

proliferação e sobrevida de linfócitos T (139). De maneira semelhante, foi observado 

que o tratamento com JM25-1 nebulizado também inibiu significativamente inflamação e 

remodelamento pulmonar, produção exacerbada de muco e hiper-reatividade na asma 

experimental em camundongos. Tais efeitos estão associados à indução de apoptose 

de eosinófilos e linfócitos Th2, além de diminuição da expressão de GATA-3 e p38 

MAPK. Além disso, foi observado que esses análogos não anestésicos induzem 

significativo aumento nos níveis intracelulares de AMPc em células musculares lisas e 

inibem canais de cálcio dependentes de voltagem, resultando no bloqueio da contração 

de músculo liso respiratório induzida por agentes espasmogênicos (140).  Esses 
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achados resultaram em patentes concedidas por diferentes países, incluindo Estados 

Unidos, Japão, India e China. Entretanto, apesar dos achados serem de potencial 

interesse farmacológico e clínico, o avanço dessas moléculas na cadeia de 

desenvolvimento de medicamentos esbarrou na falta de originalidade estrutural das 

moléculas estudadas, o que fortemente inibe as chances de investimento e sucesso 

industrial no campo de novos fármacos e medicamentos. 

1.4  Mexiletina 

 

A Mexiletina, 2-(2-aminopropoxi)-1,3-dimetilbenzeno, registrada comercialmente 

sob o nome Mexitil®, é um congênere da lidocaína, possuindo as mesmas propriedades 

eletrofisiológicas que o anestésico (Figura 1.8). No entanto, a mexiletina é ativa por via 

oral, sendo amplamente utilizada no controle de arritmias cardíacas e no alívio da dor 

de diferentes origens, incluindo a dor neuropática (141) e cefalgias de difícil tratamento 

(142). A mexiletina atua inibindo a propagação do potencial de ação na rede de 

Purkinje, com baixa interferência no sistema nervoso autônomo, via bloqueio dos canais 

rápidos de sódio (143). 

                           

  

                              Figura 1.8: Estrutura química da Mexiletina. 

 

Estudos indicam que, assim como a lidocaína, o uso da mexiletina, por via oral, é 

capaz de induzir o relaxamento das vias aéreas em pacientes asmáticos, além de ação 

sobre mediadores e células inflamatórias (117, 123, 144). No entanto, apesar da 

atividade anti-inflamatória do anestésico, a aplicação do mesmo esbarra em limitações 
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importantes, as quais são decorrentes da própria ação da mexiletina como inibidora do 

canal de sódio, o que está inerentemente vinculado a efeitos colaterais graves como 

toxicidade cardiovascular, distúrbios gastrointestinais e no sistema nervoso central 

(145). Na busca de novas moléculas, o grupo utilizou o ‘’know-how’’ desenvolvido no 

estudo anterior para realizar alterações estruturais no protótipo mexiletina, visando, 

essencialmente, suprimir a atividade anestésica a qual está sabidamente associada a 

efeitos adversos, e potencializar a atividade anti-inflamatória e espasmolítica. 

1.5   Serie II de análogos estruturais com atividade anti-inflamatória otimizada 

 

Em colaboração com a equipe de pesquisadores do Departamento de Síntese 

Orgânica de Farmanguinhos, foram planejados e sintetizados um total de 48 

compostos, que puderam ser submetidos à avaliação de toxicidade pré-clínica por 

pesquisadores do Laboratório de Inflamação do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), em 

ensaios in silico, e triagens farmacológicas em estudos in vitro e in vivo. Após 

realização dos ensaios iniciais, os compostos foram ranqueados tendo como base, a 

atividade anestésica reduzida, atividade anti-espasmódica otimizada e a ineditibilidade 

estrutural. Tendo estes parâmetros como referência, 33 compostos foram ranqueados 

acima do protótipo, sendo 23 destes, estruturalmente inéditos. Entre toda a gama de 

novos análogos sintetizados, 5 compostos se destacaram. E entre estes, o objeto 

central deste trabalho, o análogo JME-209 (Figura 1.9A), composto estruturalmente 

inédito que, em estudos prévios, destacou-se por sua atenuada atividade sobre o 

bloqueio de canais de sódio em células de linhagem neuronal (Figura 1.8B), assim 

como também, a atividade espasmolítica otimizada em relação ao protótipo. Ademais, o 

composto JME-209 teve o pedido de patente recentemente concedido por escritório de 

proteção intelectual europeu (Patente EP 3031794), estando ainda em análise nos 

EUA, Japão e Índia. Diante dos resultados promissores obtidos com o composto JME-

209 em estudos prévios, este foi selecionado e avaliado neste trabalho em um modelo 

murino de inflamação pulmonar induzida por fumaça de cigarro a fim de elucidarmos 

seu potencial terapêutico e aplicabilidade clínica na DPOC. 
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Figura 1.9: Estrutura química do análogo estrutural JME-209 (A). A figura 7B 
representa a inibição de correntes de sódio em células GH3 tratadas com 
mexiletina ou JME-209. Mexiletina está representado por pontos quadrados, e JME-
209 por pontos redondos. Os resultados representam a Média ±EPM (N=4 para cada 
grupo). Disponível em:  
 

 



 

 

29 

 

2.   OBJETIVOS  

2.1   Objetivo Geral 

 

Investigar o potencial anti-inflamatório e broncodilatador do composto JME-209, 

avaliando sua potencialidade em diferentes modelos de inflamação pulmonar. 

2.2   Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar o efeito do JME-209 sobre o relaxamento da musculatura lisa das vias 

aéreas com base no sistema de anéis isolados de traqueia de rato; 

 

2. Avaliar o impacto do tratamento com JME-209 sobre o broncoespasmo induzido 

por metacolina em camundongos hígidos.  

i. Estimar o tempo de ação broncorelaxante do JME-209;  

ii. Comparar o efeito do JME-209 com agentes terapêuticos de uso na 

clínica. 

 

3. Avaliar o impacto do tratamento com JME-209 sobre a inflamação pulmonar 

induzida por LPS.  

i. Estimar o tempo de ação broncorelaxante do JME-209;  

ii. Comparar o efeito do JME-209 com agentes terapêuticos de uso na 

clínica. 

iii. Avaliar o influxo leucocitário na luz das vias aéreas; 

iv. Comparar os efeitos da administração tópica e sistêmica com JME-209; 

 

4. Avaliar o impacto do tratamento com JME-209 em modelo de inflamação 

pulmonar insensível ao tratamento com glicocorticoides.  

i. Efeito sobre a broncoconstrição e hiper-reatividade induzida por 

LPS; 

ii. Influxo leucocitário na luz das vias aéreas; 

 



 

 

30 

 

5. Avaliar o impacto do tratamento oral com JME-209 sobre a inflamação pulmonar 

induzida por fumaça de cigarro em camundongos através da análise de 

parâmetros como: 

i. Influxo leucocitário na luz das vias aéreas;  

ii. Mediadores inflamatórios no tecido pulmonar; 

iii. Estresse oxidativo; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

31 

 

3.  MATERIAL E MÉTODOS 

3.1   Animais  

 

Foram utilizados camundongos das cepas A/J ou C57BL/6 pesando cerca de 18 

– 20 g. Foram também utilizados ratos da linhagem Wistar pesando cerca de 180-200 g. 

Os animais foram fornecidos pelo INCTB-FIOCRUZ. Os animais foram alojados em 

caixas com suprimento de água e comida, sem restrições, em ambiente com 

temperatura controlada e 12h de luz. Todos os procedimentos foram previamente 

aprovados pela Comissão de Ética da FIOCRUZ (Licença LW-23/14). 

3.2   Preparação de anéis isolados de traqueia 

 

Os animais foram sacrificados em câmara de CO2. Em seguida, abriu-se as 

regiões cervical anterior e torácica para que a traqueia fosse localizada e retirada. Esta 

foi transferida para uma placa de petri contendo solução nutritiva de Krebs com a 

seguinte composição (mM): NaCl 118 mM, KCl 4,8, CaCl2 2,5, MgSO4 1,2, KH2PO4 1,2, 

NaHCO3 24 e glicose 11. Na placa, os tecidos anexos foram removidos e a traqueia 

seccionada em segmentos transversos circulares, cada um contendo cerca de 3-5 anéis 

cartilaginosos traqueais. Para o registro das contrações, os segmentos traqueais foram 

montados em cubas para órgão isolado contendo 5 mL de solução fisiológica de Krebs, 

a temperatura d e 37ºC, mantida constante pela circulação de água proveniente de 

banho maria com propulsão, e continuamente aerados com mistura carbogênica (95 % 

de O2 e 5 % de CO2). Os anéis traqueais foram conectados a dois pontos, um fixo na 

cuba e outro conectado ao transdutor (GRASS FT-03) apropriado para o registro das 

contrações isométricas e conectado à um sistema de digitalização e registro de dados 

(PowerLab™ 16/30, LabChart, versão 8.1, AD Instruments, Austrália). Primeiramente, 

cada segmento traqueal foi contraído com 2,5 µM de carbacol como teste de viabilidade 

tecidual. Após estabelecida a resposta de contração, o líquido nutritivo foi substituído 

por outro sem o estímulo (carbacol), levando ao relaxamento da musculatura até a linha 

de base. Mexiletina, JME-209 ou veículo (Salina 0,9 %) foi então, adicionado às cubas 

10 minutos antes da construção da curva cumulativa de carbacol. 
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3.3   Avaliação não invasiva da obstrução das vias aéreas (estudo in vivo) 

3.3.1 Em camundongos hígidos  

 

A análise da broncoconstrição das vias aéreas foi realizada em camundongos 

A/J hígidos, através de pletismografia barométrica de corpo inteiro não invasiva. O 

efeito do veículo PBS ou o agente colinérgico metacolina sobre a reatividade das vias 

aéreas foi medido através do parâmetro Penh, uma medida indireta da resistência das 

vias pulmonares ao fluxo aéreo, realizadas em animais acordados e não imobilizados 

como descrito anteriormente por Hammelman et al (146). Os camundongos foram 

submetidos ao aerossol de metacolina (150 mg/mL) por 5 min, após terem sido 

expostos por tempo igual ao PBS. De acordo com cada protocolo experimental, as 

estimulações com PBS e metacolina foram realizadas 1 h, 3 h, 24 h e 48 h após o 

tratamento oral com JME-209 (1, 3 ou 10 mg/Kg) ou Salmeterol (3 ou 10 mg/Kg) (Figura 

3.1). 

 

         

Figura 3.1: Esquema representativo do protocolo de avaliação da obstrução das vias 
aéreas avaliada por pletismografia barométrica não-invasiva em camundongos 
provocados com metacolina (150 mg/mL). 
 

3.3.2 Em camundongos instilados com LPS   

 

Para avaliação do efeito de JME-209 (10, 30 e 60 mg/Kg, oral), roflumilast (3 

mg/Kg, oral) ou ipratrópio (25 µg/mL, aerossol) sobre a broncoconstrição induzida pela 

instilação de LPS, os animais foram previamente tratados com os compostos. Uma hora 

após os tratamentos, os animais foram provocados com LPS (10 ou 25 µg/ 40µL, 

aspiração orofaríngea). Os animais foram avaliados por pletismografia barométrica não-

invasiva nos tempos de 1 e 24 h após a instilação de LPS. Quarenta e oito horas após o 
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estímulo inflamatório, os animais foram estimulados com o agente broncoconstritor 

metacolina, a fim de observar-se o impacto dos tratamentos sobre a hiper-reatividade 

brônquica (Figura 3.2). De acordo com o protocolo experimental, a provocação com 

LPS foi realizada 1 h após os tratamentos com JME-209 (10 e 60 mg/Kg, oral), 

roflumilast (3 mg/Kg, oral) ou Ipratrópio (25 µg/mL, aerossol) (Figura 3.2). 

 

                    

Figura 3.2: Esquema representativo do protocolo de avaliação da obstrução das vias 
aéreas avaliada por pletismografia barométrica não-invasiva em camundongos 
instilados com LPS. 
 

3.4   Modelo murino de inflamação pulmonar sensível e refratário ao 
tratamento com glicocorticoides 

 

Camundongos A/J foram anestesiados por aerossol de halotano e submetidos a 

administração orofaríngea de LPS (10 μg/40 μL) durante 1 (modelo de inflamação 

pulmonar sensível ao glicocorticóide) ou 3 dias consecutivos (modelo de inflamação 

pulmonar insensível ao glicocorticóide). Nos grupos controle negativo, o LPS foi 

substituído por seu veículo NaCl 0.9% estéril. O tratamento oral com JME-209 (30 

mg/Kg) ou dexametasona (1 mg/Kg) foi administrado 1 h antes dos estímulos com LPS. 

(Figura 3.3)  

 

                 

(A) 
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Figura 3.3: Esquema representativo do protocolo de resposta inflamatória sensível (A) 
ou insensível a glicocorticoides (B). 

3.5   Modelo de inflamação pulmonar induzida pela exposição à fumaça de 
cigarro 

 

Quarenta e oito camundongos C57BL/6 foram expostos juntos, à fumaça de 6 

cigarros Malboro® sem filtro durante 2 dia consecutivos. No 3° e 4° dia, foram expostos 

à fumaça de 8 e 10 cigarros respectivamente, conforme previamente reportado (86). A 

exposição foi feita através da fumaça sugada e injetada por uma bomba peristáltica 

dentro de uma caixa de acrílico. Os animais ficaram em contato com a fumaça de 

cigarro durante 15 minutos. Após o fim dos 15 minutos de inalação, os animais foram 

expostos ao ar ambiente durante 8 minutos. Durante as inalações, foi respeitado um 

intervalo de 15 minutos entre cada cigarro aceso e consequentemente inalado (Figura 

3.4). De acordo com o protocolo experimental, os animais foram tratados 1 h antes de 

cada exposição à fumaça de cigarro com JME-209 (30 e 60 mg/Kg, oral), mexiletina (60 

mg/Kg, oral) ou roflumilast (3 mg/Kg, oral). O grupo controle negativo foi exposto ao ar 

ambiente. As análises foram feitas 24 h após a última exposição à fumaça de cigarro 

(Figura 3.4). 

                   
 
Figura 3.4: Esquema representativo do protocolo de lesão pulmonar induzida por 
inalação de fumaça de cigarro em camundongos C57BL/6. 

(B) 
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3.6   Contagem de células do lavado broncoalveolar (BAL) 

 

Os animais foram sacrificados 18 h após a última exposição à fumaça de cigarro 

ou 48 h após instilação com LPS por dose letal de tiopental sódico (500 mg/Kg i.p). 

Logo após, tiveram a traquéia dissecada e canulada. O BAL foi obtido por três lavagens 

consecutivas de 0,5 mL de EDTA 10 mM em Solução Salina Tamponada (PBS).  Os 

lavados foram centrifugados a 3500 RPM durante 10 minutos e o precipitado foi 

ressuspendido em 250 µL de solução PBS para contagem de células. A contagem de 

leucócitos totais foi realizada com auxílio de câmara de Neubauer em microscopia 

óptica (aumento de 100x) diluindo-se uma alíquota de suspensão de células 

provenientes do lavado em líquido de Türk (1:10). Para a contagem de leucócitos 

diferenciais, as amostras foram citocentrifugadas a 400 RPM por 5 minutos e 

posteriormente coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa. A avaliação foi feita em 

microscópio óptico com objetiva de imersão em óleo (aumento de 100x).  

3.7   Obtenção do tecido pulmonar 

 

Após realização do BAL, os pulmões foram perfundidos, com auxílio de uma 

cânula intracardíaca no ventrículo direito com solução salina contendo 10 mM de EDTA 

para o pulmão direito ou solução de paraformaldeído tamponado a 4 % para o pulmão 

esquerdo. Após as perfusões, os pulmões foram removidos. O lobo direito do pulmão foi 

fragmentado, congelado em nitrogênio líquido e conservado a -20ºC para análises 

posteriores.  

3.8   Avaliação da presença de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar 

 

As amostras de tecido pulmonar foram homogeneizadas em 1mL de PBS, 

contendo Triton X-100 (0,1 %) e inibidores de protease (Complete®, Hoffman-La Roche 

Ltda, Suiça). Logo após o macerado foi centrifugado a 10.000 g, 4ºC por 15 min. Os 

níveis das citocinas e quimiocinas de interesse como IL-1β, MIP-1α e KC foram 

quantificados pelo ensaio de ELISA nos sobrenadantes utilizando kits comerciais, de 

acordo com as instruções do fabricante (R&D System). A análise foi realizada em 

espectrofotômetro SpectraMax M5 (Molecular Devices) em comprimento de onda de 
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450 nm. Os resultados obtidos foram expressos em quantidade de citocina ou 

quimiocina (pg) por mg de tecido pulmonar. 

3.9   Análise do dano oxidativo 

 

Para a quantificação dos níveis de malondialdeído (MDA), foi utilizado o método 

de TBARs como parâmetro de peroxidação lipídica. Para tal, amostras do tecido 

pulmonar foram homogeneizadas em 1 mL de tampão KPE (100 mM + EDTA 5 mM). A 

seguir, os homogenatos foram centrifugados a 600 g por 10 minutos a 4 ºC. Logo após, 

foi adicionado 100 µL de solução de ácido tricloroacético (TCA) a 10 % em 100 µL de 

sobrenadante. Após a diluição, as amostras foram centrifugadas a 3500 RPM por 10 

minutos a 4ºC. Logo após, foi adicionado 150 µL de ácido tiobarbitúrico (TBA). Em 

seguida, as amostras foram encubadas ao abrigo de luz por 15 minutos a 95 ºC. Os 

níveis de MDA foram determinados por absorbância a 532 nm em espectrofotômetro 

(SpectraMax M5 – Molecular Devices) e expressos como nmol/mg de proteína.  

3.10   Dosagem de Proteínas 

 

A dosagem de proteínas, em amostras de tecido pulmonar macerado, foi feita 

através da técnica de quantificação pelo ácido bicinconínico (BCA). Para realização 

deste método, foram dissolvidos 2 mg de albumina bovina sérica (BSA) em 1 mL de 

água destilada. Em seguida, foi feita uma diluição seriada do BSA para elaboração de 

uma curva padrão com diferentes concentrações. Em uma placa de 96 poços, foram 

plaqueados 25 µL de cada ponto da curva, em duplicata, além das amostras em 

sequência. Por fim, adicionou-se 200 µL por poço de uma solução contendo sulfato de 

cobre e BCA na proporção de 1:50. A placa foi mantida na estufa a 37 ºC por 15 min ao 

abrigo da luz. A leitura foi realizada no espectrofotômetro a 562 nm. 

3.11   Análise Estatística 

 

As análises foram feitas pelo software GraphPad Prism 5.0. Os resultados foram 

expressos como média e erro padrão da média, e analisados estatisticamente através 

do teste One Way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. Os valores de p 

inferiores ou iguais a 0,05 foram considerados significativo. 
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4.  RESULTADOS 

4.1 Efeito comparativo da inibição da contração colinérgica de anéis de traqueia 
por mexiletina e análogo JME-209 

 

Primeiramente, investigamos o efeito anti-espasmódico da mexiletina e de seu 

análogo estrutural, JME-209 sobre a contração colinérgica de anéis de traqueia de 

ratos, através do sistema de banho de órgão isolado. A Figura 4.1 indica as curvas de 

inibição da contração de anéis traqueais, induzida por carbacol, na presença ou 

ausência de mexiletina (A) ou JME-209 (B). Observamos que a resposta contrátil foi 

totalmente inibida pela pré-incubação com mexiletina ou JME-209. No entanto, notamos 

que o análogo se mostrou claramente mais potente, apresentando um IC50 de 95,5 µM 

enquanto que o protótipo mexiletina apresentou IC50 de 395 µM. 

 

Figura 4.1: Atividade anti-espasmódica de Mexiletina (A) e JME-209 (B) na 
contração de anéis isolados de traqueia de rato induzida por carbacol. Os dados 
estão expressos como porcentagem da resposta contrátil induzida por 2,5 µM de 
carbacol. Os valores representam a média ± EPM de 4 a 6 segmentos traqueais por 
grupo. *p < 0,05 comparado com a resposta contrátil de anéis traqueais tratados com o 
veículo.   
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4.2   Efeito comparativo da inibição da broncoconstricção colinérgica in vivo por 
JME-209 e salmeterol 

 
A fim de avaliar a potencial ação anti-espasmódica da substância JME-209 in 

vivo, desenvolvemos um bioensaio de broncoespasmo induzido por aerossol de 

metacolina em camundongos. As medidas foram feitas em animais acordados e não 

imobilizados, através da técnica de pletismografia barométrica de corpo-inteiro não 

invasiva (146). Uma das principais vantagens desta técnica é que se pode avaliar, no 

mesmo grupo experimental, o impacto do tratamento sobre o aumento de resistência 

das vias aéreas pulmonares, induzido pelo agente espasmogênico, em diferentes 

tempos, variando de 1 h às 48 h após o tratamento.  A Figura 4.2, painel B mostra que, 

após exposição de PBS, os valores de Penh (medida indireta de resistências das vias 

aéreas no sistema de pletismografia não invasiva) mantiveram-se inalterados em todos 

os tempos analisados. Ao contrário, a primeira estimulação com metacolina (150 mg/ml, 

200 μl) aumentou em aproximadamente 300% o valor de Penh, comparado ao veículo 

(PBS), enquanto que os valores de Penh subiram cerca de 700% e 1100 % após a 

segunda e terceira provocação repetida com metacolina, nos tempos de 2 e 5 h após a 

primeira provocação, respectivamente (Figura 4.2 Painel B). Os aumentos de Penh 

causados por metacolina voltaram a apresentar valores comparáveis aquele observado 

após a primeira exposição (aproximadamente 300%), quando as estimulações foram 

realizadas nos tempos de 24 h e 48 h após a primeira.  

Com base no modelo estabelecido, foram avaliados os efeitos dos tratamentos 

com JME-209 (1, 3 e 10 mg/kg) por via oral, tendo como referência de terapia 

broncodilatadora, em uso na clínica, o agente β2 agonista salmeterol (3 e 10 mg/kg, 

oral). Como ilustrado na Figura 4.3, JME-209 e salmeterol foram incapazes de inibir o 

broncoespasmo colinérgico no tempo de 1 h (Painel B), mas ambos inibiram a 

exacerbação da resposta broncoconstrictora observada no tempo de 3 h após o 

tratamento (Painel C) em todas as doses estudadas. Observou-se ainda inibição 

estatisticamente significante da resposta de broncoconstrição induzida por metacolina 

no tempo de 24 h, nas doses de 3 e 10 mg/kg de JME-209, e na dose de 10 mg/kg de 

salmeterol (Painel D). Por último, observou-se que ambos os tratamentos se mostraram 

inativos no bloqueio da resposta à provocação de metacolina no tempo de 48 h (Painel 

E).   
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Figura 4.2: Resposta de broncoespasmo induzida por repetidas provocações com 
o agonista colinérgico metacolina (150 mg/mL, 200 μl, aerossol) ou veículo (PBS) 
nos tempos de 0 h (n=14), 2 h (n=14), 5 h (n=14), 24 h (n=5) e 48 h (n=5) em 
camundongos A/J hígidos.  O painel A ilustra o protocolo de broncoespasmo induzido 
por metacolina utilizado. O painel B representa a  broncoconstrição em função do 
algoritmo Penh medida através de pletismografia barométrica não invasiva em animais 
acordados e não imobilizados. Os valores representam a média ± EPM. * p < 0,05 
comparado ao estímulo com PBS. 
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Figura 4.3: Efeito de JME-209 (1, 3 ou 10 mg/Kg, oral), salmeterol (3 ou 10 mg/Kg, 
oral) ou veículo (DMSO 1%, oral) sobre o aumento da resistência de vias aéreas 
(Penh) induzido por metacolina (150 mg/mL, aerossol) em camundongos A/J 
hígidos. O painel A ilustra o protocolo de broncoespasmo induzido por metacolina 
utilizado. As provocações com metacolina foram feitas 1 h (B), 3 h (C), 24 h (D) e 48 h 
(E) após o tratamento, sendo a resposta de Penh obtida nos respectivos tempos 
através de pletismografia barométrica não invasiva. Os valores representam a Média ± 
EPM de 5 animais por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo estimulado com PBS 
e tratado com veículo. * p <0,05 comparado com o grupo estimulado com metacolina e 
tratado com veículo.  
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4.3   Efeito do tratamento com JME-209 na broncoconstrição e hiper-reatividade 
de vias aéreas induzidas por LPS in vivo  

 
Tendo em vista que o composto JME-209 apresentou ação anti-espasmódica em 

ensaios in vitro e in-vivo, buscou-se investigar se este efeito seria mantido no contexto 

da inflamação pulmonar. Para tanto, investigou-se o efeito do JME-209 na 

broncoconstrição e hiper-reatividade de vias aéreas induzidas por aspiração 

orofaríngea de LPS em camundongos A/J, tendo os tratamentos com ipratrópio e 

roflumilast como referências de uso clínico.  

Conforme ilustrado na figura 4.4, a administração de LPS por aspiração 

orofaríngea resultou em um quadro de broncoconstrição das vias aéreas, refletido pelo 

aumento de Penh 1 h (Painel B) e 24 h (Painel C) após o estímulo inflamatório, quando 

comparado ao grupo estimulado com veículo (salina). O pré-tratamento com JME-209 

na dose de 60 mg/kg, mas não na dose de 10 mg/kg, inibiu a broncoconstrição induzida 

por LPS nos tempos de 1 h (Figura 4.4 Painel B) e 24 h (Figura 4.4 Painel C) após o 

estímulo com LPS (10 μg/40 μl/animal). Nas mesmas condições, o tratamento com 

roflumilast (3 mg/Kg, oral) ou ipratrópio (25 µg/mL, aerossol 3 ml, 30 min), foi incapaz 

de inibir a resposta de broncoconstrição por LPS.  

Quarenta e oito horas após o estímulo inflamatório com LPS, na ausência de 

alteração nos níveis de Penh basais, mesmo nos grupos tratados, observou-se um 

estado de hiper-reatividade à provocação com metacolina, que foi sensível ao 

tratamento oral com JME-209, nas doses de 10 e 60 mg/kg (Figura 4.5 Painel B). A 

hiper-reatividade foi também inibida por ipatrópio, mas não por roflumilast (Figura 4.5 

Painel B).   
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Figura 4.4: Efeito de JME-209 (10 ou 60 mg/kg, oral), roflumilast (3 mg/kg, oral) ou 
ipratrópio (25 μg/ml, 3 ml, aerossol) sobre o aumento da resistência de vias 
aéreas (Penh) induzido por LPS (25 μg/35 μl/animal, aspiração orofaríngea) em 
camundongos A/J. O painel A ilustra o protocolo de inflamação pulmonar induzido por 
LPS utilizado. A resposta de Penh foi obtida 1 h (B) e 24 h (C) após LPS, através de 
pletismografia barométrica não invasiva. Os valores representam a Média ± EPM de 6 a 
8 animais por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo estimulado com salina tratado 
com veículo. * p <0,05 comparado com o grupo estimulado com LPS e tratado com 
veículo.  
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Figura 4.5 : Efeito do tratamento com JME-209 (10 ou 60 mg/Kg via oral), 
roflumilast (3 mg/Kg, oral) ou ipratrópio (25 μg/mL, 3 mL, aerossol) sobre a hiper-
reatividade à metacolina (150 mg/mL) na inflamação pulmonar causada por LPS 
(25 μg/35 μL/animal, aspiração orofaríngea) em camundongos A/J. O painel A 
ilustra o protocolo de inflamação pulmonar induzido por LPS utilizado. A resposta de 
hiper-reatividade foi medida através de pletismografia barométrica não invasiva (Penh) 
48 h  após a provocação com LPS (B). Os valores representam a média ± EPM de 6 a 8 
animais por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo estimulado com PBS tratado 
com veículo. * p <0,05 comparado com o grupo estimulado com LPS e tratado com 
veículo. 
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4.4 Efeito do tratamento oral com JME-209 sobre o influxo de células 
inflamatórias nas vias aéreas induzido por LPS. 

 
 Na sequência, avaliamos o efeito de JME-209 (10 e 60 mg/Kg, oral), ipratrópio 

(25 µg/mL, aerossol) ou roflumilast (3 mg/Kg, oral) sobre o infiltrado leucocitário 

induzido pela aspiração orofaríngea de LPS em camundongos A/J. As células 

inflamatórias foram obtidas a partir do lavado broncoalveolar, 48 h após a provocação 

com LPS. Como indicado na figura 4.6, a estimulação com LPS promoveu um aumento 

expressivo do número total de leucócitos no BAL se comparado ao grupo controle 

estimulado com veículo (salina) (Painel B), tendo neutrófilos como subtipo leucocitário 

majoritário (Painel C). A mesma figura mostra que JME-209, nas duas doses 

empregadas, bem como ipratrópio e roflumilast foram ativos no bloqueio do aumento do 

número de leucócitos totais e neutrófilos causado por LPS (Painéis B e C).  

 

 

Figura 4.6: Efeito do tratamento com JME-209 (10 ou 60 mg/Kg via oral), 
roflumilast (3 mg/Kg, oral) ou ipratroprio (25 μg/mL, 3 mL, aerossol) sobre os 
níveis de leucócitos totais (B) e neutrófilos (C) presentes no lavado 
broncoalveolar 48 h após provocação com LPS (25 μg/40 μL/animal, aspiração 
orofaríngea) em camundongos A/J. O painel A ilustra o protocolo de inflamação 
pulmonar induzido por LPS utilizado. Os valores representam a média ± EPM de 6 a 8 
animais por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo estimulado com salina e tratado 
com veículo. * p <0,05 comparado com o grupo estimulado com LPS e tratado com 
veículo.  
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4.5  Efeito comparativo dos tratamentos oral e nebulizado com JME-209 sobre a 
inflamação, broncoconstrição e hiper-reatividade das vias aéreas induzidas por 
LPS. 

 

Na comparação do potencial farmacológico de JME-209 administrado por via oral 

(60 mg/kg) ou aerossol (10 mg/ml, 3 ml, 30 min), utilizou-se mais uma vez o LPS como 

estímulo inflamatório, e o protótipo mexiletina como referência de agente 

broncodilatador.  A Figura 4.7 mostra que JME-209, assim como mexiletina, dado por 

via oral ou aerossol, inibiu a broncoconstrição induzida por LPS no tempo de 1 h (Painel 

B), enquanto que, para ambos compostos, somente o tratamento por via oral 

permaneceu ativo 24 h (Painel C) após a provocação com LPS. Nossos achados 

mostraram também que a hiper-reatividade das vias aéreas observada 48 h após LPS 

foi sensível apenas ao tratamento oral com JME-209 (Figura 4.8 Painel B).  

No que diz respeito à inflamação das vias aéreas, a figura 4.9 mostra que o 

tratamento com JME-209, em ambas as vias de administração, reduziu de maneira 

significativa o acúmulo de leucócitos totais (Painel B) e neutrófilos (Painel C) no efluente 

do BAL que se encontrava aumentado após estímulo com LPS. Por outro lado, 

mexiletina não teve impacto sobre o número aumentado de células inflamatórias. 
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Figura 4.7: Efeito comparativo dos tratamentos oral (60 mg/Kg) e aerossol (10 
mg/mL, 3 mL, 30 min) com JME-209 ou mexiletina sobre o aumento da resistência 
de vias aéreas (Penh) induzido por LPS (25 μg/40 μL/animal, aspiração 
orofaríngea) em camundongos A/J. O painel A ilustra o protocolo de inflamação 
pulmonar induzido por LPS utilizado. A resposta de Penh foi obtida 1 h (B) e 24 h (C) 
após LPS através de pletismografia barométrica não invasiva. Os valores representam 
a média ± EPM de 6 animais por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo estimulado 
com salina tratado com veículo. * p <0,05 comparado com o grupo estimulado com LPS 
e tratado com veículo.  
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Figura 4.8: Efeito comparativo dos tratamentos oral (60 mg/Kg) e aerossol (10 
mg/mL, 3 mL, 30 min) com JME-209 ou mexiletina sobre a hiper-reatividade à 
metacolina (150 mg/mL) na inflamação pulmonar causada por LPS (25 μg/40 
μL/animal, aspiração orofaríngea) em camundongos A/J. O painel A ilustra o 
protocolo de inflamação pulmonar induzido por LPS utilizado. A resposta de hiper-
reatividade foi medida através de pletismografia barométrica não invasiva (Penh) 48 h 
após a provocação com LPS (B). Os valores representam a média ± EPM de 6 animais 
por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo estimulado com PBS tratado com 
veículo. * p <0,05 comparado com o grupo estimulado com LPS e tratado com veículo.  
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Figura 4.9: Efeito comparativo dos tratamentos oral (60 mg/Kg) e aerossol (10 
mg/mL, 3 mL, 30 min) com JME-209 ou mexiletina sobre os níveis de leucócitos 
totais (B) e neutrófilos (C) presentes no lavado broncoalveolar  48 h após 
provocação com LPS (25 μg/40 μL/animal, aspiração orofaríngea) em 
camundongos A/J. O Painel A ilustra o protocolo de inflamação pulmonar induzido por 
LPS utilizado. Os valores representam a média ± EPM de 6 animais por grupo. + p < 
0,05 comparado com o grupo estimulado com PBS tratado com veículo. * p <0,05 
comparado com o grupo estimulado com LPS e tratado com veículo.  
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4.6   Efeito do tratamento com JME-209 sobre a resposta inflamatória pulmonar 
insensível a glicocorticoides 

 

Uma vez que a refratariedade a glicocorticoides representa um aspecto crítico na 

clínica, avaliamos a atividade de JME-209 (30 mg/Kg, oral) sobre a inflamação 

pulmonar resistente à terapia com glicocorticoide. Para tanto, realizamos, inicialmente, 

um estudo onde comparamos o impacto da exposição única ou sucessiva (3 

provocações consecutivas em intervalos de 24h) ao LPS sobre a sensibilidade ao 

tratamento com glicocorticoide dexametasona em camundongos A/J. Os resultados 

demonstraram que quando houve apenas uma instilação com LPS, o pré tratamento 

(1h antes) com glicocorticoide se mostrou ativo na inibição da hiper-reatividade das vias 

aéreas (Figura 4.10 Painel B), bem como na redução no número de leucócitos (Figura 

4.11 Painel B) e neutrófilos no efluente do BAL (Figura 4.11 Painel C). Enquanto que, 

os animais desafiados com LPS por 3 dias consecutivos desenvolveram um quadro de 

hiper-reatividade (Figura 4.12 Painel B) e acúmulo leucocitário neutrofílico (Figura 4.13 

Painel C), claramente insensível ao tratamento com dexametasona (administrado 1 h 

antes de cada provocação). Em contrapartida, neste protocolo experimental de difícil 

tratamento, a administração oral de JME-209 (30 mg/kg) foi capaz de inibir a hiper-

reatividade brônquica (Figura 4.12), assim como o número de leucócitos totais (Figura 

4.13 Painel A) e neutrófilos (Figura 4.13 Painel B) no BAL dos animais.  
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Figura 4.10:  Efeito de dexametasona (1 mg/Kg, oral) sobre a hiper-reatividade à 
metacolina (150 mg/mL) induzida por provocação única de LPS (25 μg/35μL, 35 μL 
/animal, aspiração orofaríngea) em camundongos A/J. O painel A ilustra o protocolo 
de inflamação pulmonar induzido por LPS sensível a glicocorticoides utilizado. Os 
animais foram tratados com dexametasona 1 h antes do desafio com LPS. A resposta 
de Penh foi obtida 24 h após LPS (B) sob estímulo de metacolina, através de 
pletismografia barométrica não-invasiva. Os valores representam a média ± EPM de 6 
animais por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo estimulado com salina tratado 
com veículo. * p <0,05 comparado com o grupo estimulado com LPS e tratado com 
veículo.  
 

 

 

 

 



 

 

51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.11: Efeito de dexametasona (1 mg/Kg, oral) sobre o aumento dos níveis 
de leucócitos totais (B) e neutrófilos (C) induzido por provocação única de LPS 
(10 μg/40μL, 40 μL /animal, aspiração orofaríngea) em camundongos A/J. O painel 
A ilustra o protocolo de inflamação pulmonar induzido por LPS insensível à 
glicocorticoides utilizado. Os animais foram tratados com dexametasona 1 h antes do 
desafio com LPS. A contagem dos leucócitos presentes no lavado broncoalveolar foi 
realizada 24 h após a provocação. Os valores representam a média ± EPM de 6 
animais por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo estimulado com salina e tratado 
com veículo. * p <0,05 comparado com o grupo estimulado com LPS e tratado com 
veículo.  
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Figura 4.12: Efeito de dexametasona (1 mg/Kg, oral) ou JME-209 (30 mg/Kg) sobre 
a hiper-reatividade à metacolina induzida por 3 provocações consecutivas de LPS 
(10 μg/40μL, 40 μL /animal, aspiração orofaríngea) em intervalos de 24 h em 
camundongos A/J. O painel A ilustra o protocolo de inflamação pulmonar induzido por 
LPS insensível a glicocorticoides utilizado. Os animais foram tratados com 
dexametasona ou JME-209 1 h antes dos desafios com LPS. A resposta de Penh foi 
obtida 24 h (B) após a última estimulação de LPS através de pletismografia barométrica 
não-invasiva. Os valores representam a média ± EPM de 6 animais por grupo. + p < 
0,05 comparado com o grupo estimulado com salina tratado com veículo. * p <0,05 
comparado com o grupo estimulado com LPS e tratado com veículo.  
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Figura 4.13: Efeito de dexametasona (1 mg/Kg, oral) ou JME-209 (30 mg/Kg) sobre 
o aumento dos níveis de leucócitos totais (B) e neutrófilos (C) no lavado 
broncoalveolar induzido por 3 provocações consecutivas de LPS (10 μg/40μL, 40 
μL /animal, aspiração orofaríngea) em intervalos de 24 h. O painel A ilustra o 
protocolo de inflamação pulmonar induzido por LPS insensível a glicocorticoides 
utilizado. Camundongos A/J foram tratados com dexametasona ou JME-209 1 h antes 
dos desafios com LPS.  A contagem dos leucócitos presentes no lavado broncoalveolar 
foi realizada 24 h após a última estimulação de LPS. Os valores representam a média ± 
EPM de 6 animais por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo estimulado com salina 
tratado com veículo. * p <0,05 comparado com o grupo estimulado com LPS e tratado 
com veículo. 
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4.7  Efeito de JME-209 sobre o influxo leucocitário no BAL de camundongos 
C57BL/6 expostos à fumaça de cigarro 

 

Visando investigar o potencial anti-inflamatório de JME-209 como terapia anti-

DPOC, avaliamos o efeito do composto sobre alterações patológicas induzidas pela 

inalação de fumaça de cigarro em camundongos C57BL/6. O protocolo experimental 

em questão é considerado clinicamente relevante, uma vez que que o tabagismo é o 

principal fator de risco para o desenvolvimento da doença. Nesse estudo, comparamos 

o efeito de JME-209 (30 e 60 mg/Kg, oral) e os compostos de referência mexiletina (60 

mg/kg, oral) e roflumilast (3 mg/Kg, oral) sobre a inflamação e estresse oxidativo no 

pulmão de camundongos expostos à fumaça de cigarro durante 4 dias consecutivos.  

A figura 4.14 mostra que o número de leucócito total (Painel B), neutrófilos 

(Painel C) e células mononucleares (Painel D) aumentou nos animais expostos à 

fumaça, se comparado aos animais controle expostos ao ar ambiente. O tratamento oral 

com JME-209, em ambas as doses empregadas, reduziu significativamente o aporte de 

leucócitos totais, sendo os neutrófilos, inibidos de maneira dose-dependente (Figura 

4.14 Painel C). Roflumilast (3 mg/Kg, via oral) se apresentou igualmente ativo no 

bloqueio do acúmulo de neutrófilos no BAL (Figura 4.14 Painel C). Corroborando com 

os dados anteriores, o tratamento com mexiletina não apresentou efeito sobre o 

aumento de leucócitos no espaço broncoalveolar (Figura 4.14).  
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Figura 4.14: Efeito de JME-209 (30 ou 60 mg/Kg via oral), mexiletina (60 mg/Kg, 
oral), roflumilast (3 mg/Kg, oral) ou veículo (água, oral) sobre o influxo 
leucocitário no BAL de camundongos C57BL/6 expostos à fumaça de cigarro. O 
painel A ilustra o protocolo de inflamação pulmonar induzido por exposição à fumaça de 
cigarro utilizado. Os tratamentos foram feitos 1 h antes de cada exposição dos animais 
à fumaça de cigarro (ou ar ambiente, controles negativos) ao longo dos 4 dias de 
exposição. Os dados representam o número de leucócitos totais (B), células 
mononucleares (C) e neutrófilos (D) recuperados no lavado 24 h após a última 
exposição à fumaça de cigarro. Os valores representam a Média ± EPM de 8 animais 
por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo exposto ao ar ambiente e tratado com 
veículo, * p < 0,05 comparado com o grupo exposto à fumaça de cigarro e tratado com 
veículo. 
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4.8   Efeito do tratamento com JME-209 sobre os níveis aumentados de citocinas 
no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 expostos à fumaça de cigarro 

 

A fim de avaliarmos se o efeito do tratamento com JME-209 sobre o infiltrado 

inflamatório no BAL estaria relacionado com a diminuição dos níveis de mediadores 

pró-inflamatórios, amostras do tecido pulmonar foram maceradas e citocinas relevantes 

no contexto da DPOC foram avaliadas pela técnica de ELISA. A figura 4.15 mostrou um 

aumento significativo dos níveis das citocinas IL-1β (Painel B), MIP-1α (Painel C) e KC 

(Painel D) no pulmão dos animais expostos à fumaça, se comparado com o grupo 

controle exposto ao ar ambiente. O pré-tratamento com JME-209, em ambas as doses 

empregadas, resultou na redução dos níveis das citocinas avaliadas. A administração 

oral de roflumilast (3 mg/Kg) foi capaz de bloquear a produção de IL-1β (Painel B) e KC 

(Painel D) enquanto que mexiletina, por sua vez, reduziu significativamente os níveis de 

MIP-1α (Painel C) e KC (Painel D).  
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Figura 4.15: Efeito de JME-209 (30 ou 60 mg/Kg via oral), mexiletina (60 mg/Kg, 
oral), roflumilast (3 mg/Kg, oral) ou veículo (água, oral) sobre os níveis de IL1-β 
(Α), MIP-1α (Β) e KC (C) no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 expostos à 
fumaça de cigarro. O painel A ilustra o protocolo de inflamação pulmonar induzido por 
exposição à fumaça de cigarro utilizado. Os tratamentos foram feitos 1 h antes de cada 
exposição dos animais à fumaça de cigarro (ou ar ambiente, controles negativos) ao 
longo dos 4 dias de exposição. Os valores representam a Média ± EPM de 8 animais 
por grupo. + p < 0,05 comparado com o grupo exposto ao ar ambiente e tratado com 
veículo, * p < 0,05 comparado com o grupo exposto à fumaça de cigarro e tratado com 
veículo. 
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4.9  Efeito do tratamento com JME-209 sobre os níveis aumentados de 
malondialdeído no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 expostos à fumaça 
de cigarro 

 

 O estresse oxidativo é crucial no estabelecimento e progressão da DPOC, 

atuando na amplificação da resposta inflamatória e refratariedade aos glicocorticoides. 

Tendo isto como base, avaliamos o impacto do tratamento com JME-209 e dos 

compostos de referência sobre os níveis do marcador de dano oxidativo, 

malondialdeído (MDA), no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 expostos à 

fumaça de cigarro. Os achados mostraram que a exposição à fumaça levou a um 

aumento significativo dos níveis de MDA, quando comparado ao grupo controle exposto 

ao ar ambiente, o qual foi reduzido de maneira significativa no grupo de animais pré-

tratados com JME-209, em ambas as doses utilizadas (Figura 4.16 Painel B). Por outro 

lado, os tratamentos com mexiletina ou roflumilast não alteraram os níveis aumentados 

de MDA.  
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Figura 4.16: Efeito de JME-209 (30 ou 60 mg/Kg via oral), mexiletina (60 mg/Kg, 
oral), roflumilast (3 mg/Kg, oral) ou veículo (água, oral) sobre os níveis 
aumentados de malondialdeído (MDA) no pulmão de camundongos C57BL/6 
expostos à fumaça de cigarro. O painel A ilustra o protocolo de inflamação pulmonar 
induzido por fumaça de cigarro utilizado. Os tratamentos foram realizados 1 h antes de 
cada exposição à fumaça. A quantificação de MDA (B) foi realizada através do método 
de TBARs em macerados do tecido pulmonar 24 h após última exposição à fumaça de 
cigarro. Os valores representam a média ± EPM de 8 animais por grupo. + p < 0,05 
comparado com grupo exposto ao ar ambiente. * p < 0,05 comparado com o grupo 
exposto ao ar ambiente e tratados com veículo.  
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5.  DISCUSSÃO 

 

Diversos estudos evidenciam os efeitos danosos da exposição à fumaça de 

cigarro na saúde humana (1, 2). De fato, o tabagismo é o principal fator de risco 

associado ao desenvolvimento da DPOC (3). Atualmente a terapia anti-DPOC é 

extremamente limitada, uma vez que não existem na clínica medicamentos efetivos no 

controle da doença, ou que reduza a taxa de mortalidade em decorrência da mesma 

(63, 102, 147). Nesse sentido, a busca por alternativas terapêuticas que possam tratar 

a doença de maneira mais eficiente é de extrema importância. Estudos prévios do 

nosso grupo de pesquisa demonstraram que análogos não anestésicos da lidocaína 

podem apresentar propriedades combinadas de relaxamento de vias aéreas e bloqueio 

da resposta inflamatória pulmonar, sugerindo tratar-se de autênticos protótipos na 

terapia contra doenças inflamatórias pulmonares (136, 140). Neste contexto, JME-209, 

um análogo não anestésico do anestésico local de uso oral mexiletina, apresenta 

propriedades farmacológicas que podem credencia-lo à terapia anti-DPOC. Na presente 

dissertação, investigamos o potencial anti-inflamatório e broncodilatador do composto 

JME-209 e sua aplicabilidade no controle da DPOC. JME-209 faz parte de uma família 

de análogos de mexiletina com limitada atividade anestésica recentemente patenteados 

pela FIOCRUZ junto ao escritório de Patentes Europeu (Patente EP 3031794).  

Para avaliar se de fato, o composto JME-209 apresentaria atividade anti-

espasmódica otimizada em relação ao anestésico local mexiletina, avaliamos o efeito 

do análogo estrutural diretamente sobre a contração da musculatura lisa em anéis de 

traqueia de ratos estimulados por agente espasmogênico. O carbacol é um agonista 

muscarínico parassimpaticomimético que estimula tanto os receptores 

muscarínicos como os nicotínicos (148, 149).  Para tal, a contração mediada pelo 

agonista colinérgico resulta da ligação com receptores pós-juncionais M3 e 

consequentemente ativação da via de sinalização dependente de fosfolipase C, 

culminando no aumento da contração da musculatura lisa mediada por Ca2+ intracelular 

(150, 151). Observamos que o composto JME-209 mostrou-se mais potente que a 

mexiletina no bloqueio da contração da musculatura lisa. Estes resultados corroboram 

com os obtidos anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, onde substituições no 

anel aromático da lidocaína reduziu o efeito anestésico e aumentou a potência 
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antiespasmódica dos análogos, reforçando o conceito de que o relaxamento muscular 

independe da atividade anestésica (136, 138, 140).  

Após o estudo comparativo de JME-209 e mexiletina em sistema de anéis 

isolados de traqueia de rato, onde ficou evidente a maior potência antiespasmódica do 

análogo em relação ao protótipo, objetivamos estabelecer no laboratório de inflamação 

– FIOCRUZ modelos experimentais de broncoconstricção e inflamação capazes de 

atestar a translacionalidade dos achados in vitro para modelos mais complexos in vivo.  

Em primeiro lugar, estabeleceu-se um sistema de broncoconstrição colinérgica em 

camundongos A/J, utilizando a técnica de pletismografia barométrica de corpo inteiro 

não invasiva. Neste sistema, camundongos não anestesiados e não imobilizados foram 

expostos ao aerossol de metacolina. A grande vantagem desta técnica não invasiva é a 

obtenção de medidas sequenciais de broncoconstrição, permitindo o monitoramento da 

atividade anti-espasmódica de compostos candidatos num mesmo animal, e em 

diferentes tempos após o tratamento.  

Nossos achados revelaram que a exposição de camundongos A/J ao aerossol de 

metacolina (150 mg/ml, 200 μl, 5 min) levaram a uma significativa elevação (cerca de 

250%) nos valores basais de Penh, que é um algoritmo capaz de indicar o grau de 

resistência do fluxo de ar nas vias aéreas pulmonares.  De forma interessante, a 

segunda e a terceira provocação consecutiva com aerossol de metacolina, realizadas 2 

h e 5 h após a primeira, resultou em aumentos de resistência ainda maiores, com 

valores de Penh claramente exacerbados comparados à primeira provocação com 

metacolina (700-1100% de aumento no Penh). Já os estímulos com metacolina 

realizados nos mesmos animais nos tempos de 24 e 48 h após a primeira provocação 

apresentaram aumentos de Penh comparáveis aquele observado por ocasião da 

primeira provocação. Isto nos indica que a exacerbação da resposta broncoconstritora à 

metacolina está relacionada ao espaçamento temporal entre as provocações, visto que 

em um curto espaço de tempo (2-3 h), a repetição do estímulo levou a exacerbação da 

resposta de Penh nesses animais, o mesmo não ocorrendo quando as repetições 

ocorrem em intervalos maiores de 19-24 h. Nossos achados estão alinhados com os 

estudos de Cozzi e colaboradores, que demonstraram que camundongos da cepa A/J 

desenvolveram um quadro de hiper-reatividade das vias aéreas sob estímulo de 

metacolina sem a necessidade de um microambiente inflamatório (152).  
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Com base no protocolo padronizado e empregado, observou-se que JME-209 

apresentou tempo de bloqueio sobre o broncoespasmo induzido por metacolina 

comparável ao medicamento broncodilatador β2 agonista de referência salmeterol. 

Apesar de amplamente utilizado na clínica, estudos demonstram que pacientes que 

seguem tratamento com o agente β2 agonista possuem baixa eficácia no que tange a 

proteção ao desenvolvimento de infecções virais ou pneumonias, as quais são, em 

conjunto, as principais causas de exacerbação da DPOC (153). Isto é confirmado pelas 

evidências de Calverley e colaboradores que demonstraram que pacientes portadores 

de DPOC que faziam o uso prolongado do glicocorticoide fluticasona em associação 

com salmeterol, apresentaram um aumento significativo no número de casos de 

pneumonia, se comparado com o grupo tratado apenas com o glicocorticoide (154). 

Estudos na literatura também relatam que a administração de doses elevadas de 

salmeterol resulta em efeitos adversos significativos como o aumento de batimentos 

cardíacos, palpitações e aumentos de glicose e potássio no plasma sanguíneo (155). 

Ademais, Salpeter  e colaboradores relataram que a monoterapia diária com 

broncodilatadores β2 agonistas como salbutamol, salmeterol ou formoterol resultaram 

em uma tolerância destas drogas, reduzindo significativamente seus efeitos, e com isso, 

não impactando sobre o controle de doenças como a asma e DPOC (79). É possível 

sugerir que o efeito broncorelaxante do JME-209 pode estar relacionado à redução do 

influxo de cálcio e indução da liberação de cálcio intracelular, mecanismos esses já 

descritos na literatura para mexiletina, lidocaína e para os análogos de lidocaína 

avaliados pelo nosso grupo de pesquisa anteriormente (136, 140, 156-158). Dessa 

forma, JME-209 pode ser uma alternativa mais segura e eficaz para o alívio dos 

sintomas referentes a obstrução das vias aéreas, sem as complicações e efeitos 

colaterais de broncodilatadores β2 agonistas como o salmeterol. 

Caracterizado o efeito anti-espasmódico de JME-209 in vivo, posteriormente, 

avaliamos a atividade do composto no contexto da inflamação pulmonar. Para tal, os 

animais foram estimulados com LPS por aspiração orofaríngea. Este modelo foi 

escolhido em nossa triagem pelo fato de ser bem estabelecido em estudos de nosso 

grupo de pesquisa (159) assim como por outros autores (130, 160-162). Além disso, é 

de fácil reprodutibilidade, onde o desenvolvimento da lesão pulmonar leva normalmente 

algumas horas após a administração, tornando o modelo de grande valia em ensaios 
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rápidos visando a triagem e escolha de doses de drogas estudas. Relatos na literatura 

demonstram que a administração de LPS nas vias aéreas de camundongos é capaz de 

gerar um quadro de broncoconstrição, o qual parece ser mediado principalmente pelo 

aumento da produção de TNF-α por células epiteliais e macrófagos alveolares (163). De 

fato, nossos resultados confirmaram que a provocação com o agente inflamatório 

resultou em um quadro de broncoconstrição que permaneceu por pelo menos 24 h 

após o desafio com LPS. O tratamento oral com JME-209 inibiu significativamente a 

broncoconstrição nas medidas realizadas até 24 h após a provocação com LPS. Por 

outro lado, os compostos de referência ipratrópio e roflumilast nas doses empregadas 

foram ineficazes nas mesmas condições. Passadas 48 h após a provocação com o 

agente inflamatório, os animais foram expostos ao aerossol de metacolina (150 mg/mL) 

para estudo do impacto dos tratamentos sobre a hiper-reatividade brônquica associada 

à inflamação por LPS. Interessantemente, o tratamento oral com JME-209 nas doses de 

10 e 60 mg/Kg, oral, inibiu significativamente a hiper-reatividade induzida por instilação 

de LPS. O efeito de JME-209 na dose mais baixa utilizada (10 mg/Kg) sobre a hiper-

reatividade brônquica está alinhado com os resultados obtidos na exacerbação do 

broncoespasmo induzido por metacolina, indicando que doses mais baixas de JME-209 

já são suficientes para inibir a hiper-reatividade brônquica por LPS. Nesse cenário, o 

antagonista colinérgico brometo de ipratrópio também se mostrou eficaz em inibir a 

AHR enquanto que roflumilast, foi novamente inativo. Os resultados aqui obtidos 

corroboram estudos que demonstram que a lidocaína, anestésico local análogo à 

mexiletina, também é capaz de relaxar a musculatura lisa respiratória, tanto em 

modelos experimentais com roedores como em estudos clínicos com pacientes com 

asma. Neste caso, o mecanismo de relaxamento está relacionado à diminuição da 

concentração de cálcio, em parte, pela diminuição do influxo de cálcio extracelular e 

pela redução da mobilização de cálcio intracelular, mecanismos importantes na 

contração da musculatura lisa brônquica e na hiper-reatividade das vias aéreas (156, 

157). Ademais, estes resultados são comparáveis aos observados por nosso grupo de 

pesquisa com os análogos não-anestésicos da lidocaína os quais, em estudos in vivo, 

apresentaram marcada proteção em sistemas de hiper-reatividade brônquica em 

modelos de asma, com base em  camundongos sensibilizados e desafiados com 

alérgeno (136). 
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Avaliamos então a potencial atividade de JME-209 sobre o infiltrado inflamatório 

pulmonar induzido por LPS. Diversos estudos demonstram que a administração de LPS 

nas vias aéreas de camundongos leva a um quadro inflamatório pulmonar caracterizado 

pelo influxo expressivo de leucócitos, principalmente neutrófilos (159, 160, 164). Este 

subtipo leucocitário é o primeiro a acumular-se nos sítios de inflamação, liberando 

proteases e citocinas, que são importantes na defesa inata, mas que podem estar 

implicados também em processos patológicos (165). Observamos que o tratamento 

com JME-209 inibiu significativamente o acúmulo de leucócitos totais e neutrófilos no 

BAL em ambas as doses empregadas. Os compostos de referência utilizados 

mostraram-se igualmente eficazes sobre o bloqueio do acúmulo de leucócitos no 

espaço broncoalveolar. Estudos evidenciam que anestésicos locais apresentam efeito 

protetor no contexto da resposta inflamatória neutrofílica (117, 127, 128, 132). Esta 

hipótese é também sustentada por Mikawa e colaboradores, demonstrando que o 

tratamento com a lidocaína reduziu significativamente o número de neutrófilos em um 

modelo de lesão pulmonar induzida por LPS em coelhos (166). Ademais, evidências na 

literatura mostram que a mexiletina, protótipo da molécula central deste trabalho, pode 

atuar na inibição da geração de radicais livres, além de retardar a produção do ânion 

superóxido por neutrófilos, inibindo assim, o potencial pró-inflamatório destas células 

(167). Esses estudos estão alinhados com os nossos achados, reforçando que, apesar 

de não apresentar mais atividade anestésica, o análogo JME-209 apresenta atividade 

anti-inflamatória otimizada.   

Visando a possibilidade do composto JME-209 ser ativo por outras vias de 

administração, buscamos comparar o efeito do tratamento oral com aquele obtido via 

exposição do animal ao aerossol de JME-209 sobre a inflamação pulmonar induzida por 

LPS, tendo o protótipo mexiletina como referência farmacológica. Observamos que 

tanto mexiletina como JME-209 foram capazes de inibir a broncoconstrição observada 

no tempo de 1 h após administração via aerossol, mas falharam na broncoconstricão 

observada 24 h após LPS. Por outro lado, ambos os compostos foram ativos, na dose 

de 60 mg/Kg, no bloqueio da resposta broncoconstritora até 24 h após o estímulo 

inflamatório, sugerindo que, tanto mexiletina como o análogo JME-209, apresentam 

tempo de ação mais prolongado se administrados por via oral. De maneira interessante, 

somente o tratamento oral com o composto JME-209 foi eficaz em inibir a hiper-
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reatividade brônquica evidenciada neste modelo. Estudos na literatura demonstram que 

anestésicos locais como a lidocaína e mexiletina, apresentam atividade broncorelaxante 

em pacientes asmáticos humanos, sendo tal resposta decorrente da sua ação direta 

sobre a musculatura lisa nas vias aéreas e sobre a atividade de células centrais na 

resposta alérgica (124). De maneira semelhante, Groeben e colaboradores 

demonstraram a eficácia do tratamento oral com mexiletina em inibir a broncoconstrição 

em pacientes asmáticos (144). Os nossos dados indicam que, de fato, a mexiletina 

demonstra atividade broncorelaxante, no entanto, tal resposta apresenta menor 

duração, além de não se manter sustentada em condições onde há hiper-reatividade 

brônquica. Os dados indicam ainda, que as modificações estruturais realizadas no 

composto JME-209, além de minimizar a atividade anestésica, resultou na otimização 

da atividade anti-espasmódica em relação ao protótipo. Em relação ao tempo de ação 

mais prolongado observado na condição do tratamento oral, não se pode a priori 

descartar a possibilidade de que parte da atividade resulte da produção de metabólitos 

ativos. 

Comparamos também, o efeito dos tratamentos tópico e oral com JME-209, ou 

mexiletina, sobre o acúmulo de leucócitos no BAL de camundongos A/J. O tratamento 

com JME-209, independente da via de administração empregada, mostrou-se eficaz em 

inibir o influxo de neutrófilos para a luz das vias aéreas 48 h após o estímulo 

inflamatório. O tratamento com mexiletina, por sua vez, foi ineficaz em reduzir o 

acúmulo leucocitário no espaço broncoalveolar em ambas as vias de administração. 

Nossos achados estão alinhados com os estudos realizados por Schmidt e 

colaboradores, os quais demonstraram que o pré-tratamento com lidocaína inibiu a 

ativação e a aderência de leucócitos nas paredes vasculares, demonstrando uma 

importante atividade dos anestésicos locais sobre a instalação da inflamação (168). 

Nossos dados também corroboram com estudos anteriores do nosso grupo de 

pesquisa, onde alterações estruturais na molécula do anestésico local lidocaína gerou 

análogos com atividade anti-inflamatória otimizada em relação ao protótipo (136, 140). 

Estudos mostram que pacientes portadores de DPOC são refratários ao 

tratamento com anti-inflamatórios esteroidais (106, 108, 109, 111). Os glicocorticoides 

são medicamentos altamente eficazes no tratamento de diversas desordens 

inflamatórias, como por exemplo a asma, onde em torno de 95 % dos asmáticos são 
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responsivos ao tratamento com corticoides (169). Diante disso, avaliamos a atividade 

do análogo JME-209 sobre a inflamação pulmonar resistente a glicocorticoides através 

do modelo estabelecido no laboratório de inflamação - FIOCRUZ. Conforme esperado, 

observamos que quando seguimos o protocolo sensível (exposição única ao LPS), as 

alterações decorrentes do estímulo com o agente inflamatório mostraram-se claramente 

sensíveis ao anti-inflamatório esteroidal. Nesta condição, a dexametasona inibiu de 

maneira significativa a hiper-reatividade brônquica e o acúmulo leucocitário neutrofílico 

nas vias aéreas. Corroborando com estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa 

(170) e de outros autores (171, 172), confirmamos em nossos dados, que 

camundongos da linhagem A/J são capazes de montar uma resposta inflamatória 

pulmonar que pode progredir da sensibilidade para a refratariedade a anti-inflamatórios 

esteroidais, dependendo do número de provocações inflamatórias a que é submetido. 

Ao submetermos os animais ao protocolo insensível (provocação com LPS por 3 dias 

consecutivos), observamos que se reproduziu nestes animais, um quadro de 

refratariedade, visto que neste cenário, o glicocorticoide foi ineficaz em inibir a hiper-

reatividade e o acúmulo leucocitário neutrofílico induzidos por LPS. De maneira 

interessante, o tratamento oral com JME-209, na dose de 30 mg/Kg, inibiu 

significativamente a hiper-reatividade das vias aéreas, assim como também o influxo 

neutrofílico no espaço broncoalveolar. Evidências na literatura apontam a apoptose de 

neutrófilos como uma maneira eficaz de inibir a atividade destes leucócitos, o que 

consequentemente levaria ao bloqueio da liberação de proteases neutrofílicas que 

destroem o tecido epitelial e de mediadores quimiotáticos que induzem o recrutamento 

de leucócitos (173, 174). Estudos mostram a baixa atividade dos glicocorticoides sobre 

a função e ativação de neutrófilos, células de grande importância no contexto da DPOC. 

Dessa forma, alguns autores demonstram que agentes esteroidais inibem a apoptose 

de neutrófilos, com isso, prolongando a vida destes polimorfonucleares, o que poderia 

explicar, de certa forma, a ineficácia desses fármacos sobre a inflamação neutrofílica, a 

qual é presente na fisiopatologia da DPOC (175). Em conformidade com estes dados, 

Plumb e colaboradores mostraram que neutrófilos obtidos do parênquima pulmonar de 

portadores de DPOC apresentaram baixa expressão de receptores de glicocorticoides, 

se comparado a outras células inflamatórias como macrófagos e linfócitos. Segundo os 

autores, a baixa expressão de GRs em neutrófilos é também, um dos fatores 
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responsáveis pela ineficácia dos corticoides em controlar a inflamação em portadores 

de DPOC (176). 

Para confirmarmos se os dados obtidos no modelo de inflamação pulmonar 

induzido por LPS teria aplicabilidade no contexto da DPOC, avaliamos a repercussão 

do tratamento com o análogo JME-209 em um modelo de lesão pulmonar induzida pela 

exposição à fumaça de cigarro. Estudos na literatura mostram que a exposição de 

fumaça de cigarro em camundongos C57BL/6 leva a uma resposta inflamatória que é 

caracterizada pelo influxo de macrófagos, neutrófilos e linfócitos no BAL, além do 

aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias e dano oxidativo no tecido 

pulmonar (40, 86, 177). Diante dessas informações, primeiramente avaliamos a 

atividade do análogo JME-209 nas doses de 30 e 60 mg/Kg sobre o acúmulo 

leucocitário induzido por fumaça de cigarro em camundongos C57BL/6. 

Portadores de DPOC apresentam um infiltrado inflamatório pulmonar 

predominantemente de macrófagos e neutrófilos. Essas células, além de produzirem 

mediadores pró-inflamatórios, liberam proteases tóxicas capazes de danificar o 

parênquima pulmonar, culminando com o enfisema (23, 32, 33, 37, 53). Observamos 

em nosso estudo que o tratamento oral com o composto JME-209 foi capaz de inibir, de 

maneira dose-dependente, o influxo neutrofílico originado da exposição à fumaça de 

cigarro. Refletindo os dados anteriormente obtidos, o protótipo mexiletina não 

apresentou efeito sobre o número de leucócitos no BAL, enquanto que roflumilast, inibiu 

significativamente o número de neutrófilos no lavado. Apesar de mostrar-se eficaz em 

modelos experimentais e em estudos envolvendo pacientes portadores de DPOC (88, 

89, 92), o uso do roflumilast para tal deve ser visto com bastante cautela. Isto se deve 

aos importantes efeitos colaterais característicos desse grupo de medicamentos, como 

alterações no sistema digestivo e nervoso (93). Evidências crescentes sugerem que 

anestésicos locais apresentam efeito protetor sobre a inflamação. Isto é confirmado por 

estudos como os de Nishina e colaboradores que demostraram que o tratamento 

intravenoso com lidocaína foi capaz de reduzir o influxo de células polimorfonucleares 

no tecido pulmonar de coelhos submetidos a aspiração de ácido clorídrico (129). Da 

mesma forma, Miller e colaboradores demonstraram também, a atividade deste 

anestésico local sobre macrófagos alveolares, células centrais no contexto da DPOC 

(178).  
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Mediadores inflamatórios como as citocinas e quimiocinas têm sido descritas na 

literatura como fatores críticos no desenvolvimento e exacerbação da DPOC por 

estarem envolvidas em processos chaves como o recrutamento, ativação e sobrevida 

de células inflamatórias através da interação com receptores presentes na membrana 

dessas células (3, 67, 70, 71). Nossos achados indicaram que o presente esquema de 

exposição de camundongos C57BL/6 à fumaça de cigarro foi capaz de levar ao 

aumento dos níveis de IL-1β, MIP-1α e KC no tecido pulmonar. A IL-1β é uma das 

principais citocinas envolvidas na iniciação e persistência da inflamação. Estudos na 

literatura demonstram que esse mediador é um dos principais a se apresentarem 

aumentados no BAL e escarro induzido de portadores de DPOC, principalmente, 

durante exacerbações (67, 70). Ademais, macrófagos alveolares e monócitos 

circulantes obtidos de portadores da doença apresentam maior produção de IL-1β em 

relação a fumantes não portadores da doença (38). KC, ou CXCL1, por sua vez, é uma 

quimiocina murina homóloga à IL-8 humana, e tem sido implicada em uma série de 

condições inflamatórias experimentais. Este mediador é relacionado principalmente a 

seu efeito direto sobre a quimiotaxia de neutrófilos pela ligação aos receptores CXCR1 

e CXCR2 (179). Análises no BAL e escarro induzido de portadores de DPOC leve a 

moderada apresentaram altos níveis de IL-1β e IL-8, sugerindo que a migração de 

neutrófilos da parede brônquica para o lúmen se encontra aumentada já em quadros 

iniciais da doença (180). Relatos na literatura indicam que o aumento dos níveis 

circulantes de IL-8 está diretamente relacionado com a fraqueza e perda de massa 

muscular encontradas em portadores de da doença em quadro grave (179).  Em nossos 

estudos, o pré-tratamento com o inibidor de PDE4 roflumilast inibiu significativamente 

os níveis de IL-1β e KC no tecido pulmonar de animais expostos à fumaça. Estes dados 

estão alinhados com os achados de Maiga e colaboradores e Milara e colaboradores, 

que demonstraram, respectivamente, que o tratamento com roflumilast inibiu os níveis 

de IL-1β no tecido pulmonar de animais inoculados com mycobacterium tuberculosis e 

bloqueou a geração de IL-8 por células epiteliais brônquicas estimuladas com o 

agonista de TLR3, Poly I:C (181, 182). A MIP-1α, por sua vez, é uma quimiocina 

produzida principalmente por macrófagos após um estímulo inflamatório. Este mediador 

é relacionado, principalmente, com seu potencial de ativar diversos granulócitos que 

consequentemente levam a iniciação da inflamação (3). Além destes efeitos, MIP-1α 
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também possui potencial em induzir a liberação das citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α por 

fibroblastos e macrófagos (66, 70). O pré-tratamento com o protótipo mexiletina inibiu 

os níveis de MIP-1α e KC no pulmão dos animais expostos à fumaça. Apesar do 

tratamento com o anestésico local ter resultado na inibição dos níveis de KC, citocina 

classicamente relacionada com o recrutamento de neutrófilos, este efeito não teve 

repercussão significativa no número de leucócitos obtidos do BAL. Este dado sugere 

que o acúmulo neutrofílico em nosso modelo não tem a citocina em questão como 

elemento chave para a neutrofilia observada no BAL. JME-209, por sua vez, resultou na 

inibição dos níveis de todas as citocinas avaliadas. Estudos na literatura demonstram a 

atividade de anestésicos locais como a lidocaína, mexiletina e ropivacaína no bloqueio 

da cascata inflamatória mediada por citocinas pró-inflamatórias (118). A inibição da 

produção de IL-1β por anestésicos locais já foi descrita por Suzuki e colaboradores, 

demonstrando a ação da lidocaína sobre a redução de IL-1β  in vitro, dando suporte aos 

nossos achados (183). Os estudos de Nishina e colaboradores, por sua vez, mostraram 

a inibição dos níveis de IL-1β e KC no tratamento intravenoso com lidocaína em modelo 

de inflamação pulmonar em coelhos, corroborando com nossos dados (129). De forma 

interessante, a redução dos níveis das citocinas avaliadas em nosso estudo pode estar 

diretamente associada a redução do número de leucócitos no BAL dos animais 

expostos à fumaça de cigarro.  

A inalação de fumaça de cigarro expõe os pulmões a níveis significativos de 

agentes oxidantes. Os produtos decorrentes do aumento do dano oxidativo ativam 

mecanismos que levam à amplificação do quadro inflamatório das vias aéreas 

inferiores, destruição do parênquima pulmonar, e a resistência a glicocorticoides (41). O 

acúmulo de gorduras poli-insaturadas e ácidos graxos nas membranas celulares são 

importantes alvos de ataque para radicais livres, resultando na peroxidação lipídica, um 

processo que resulta na produção de peróxidos e aldeídos no tecido pulmonar. A 

exposição à fumaça de cigarro em nosso modelo, levou ao aumento significativo dos 

níveis de MDA, um subproduto da peroxidação lipídica. Nossos achados corroboram 

com outros trabalhos, demonstrando que a exposição à fumaça de curto prazo está 

associada com a inflamação pulmonar aguda e dano oxidativo (184). Os resultados 

mostram que somente o tratamento com JME-209 foi capaz de reduzir os níveis de 

MDA no tecido pulmonar. Estes dados são sustentados por estudos na literatura que 
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demonstram o potencial antioxidante de anestésicos locais como a lidocaína e 

mexiletina pela inibição da geração de radicais livres e de retardar a produção do ânion 

superóxido por neutrófilos ativados (129). Bellis e colaboradores mostraram em seus 

dados que a mexiletina e análogos do anestésico, apresentaram expressiva atividade 

antioxidante, inibindo a citotoxicidade pelo estímulo com H2O2 em células da 

musculatura esquelética (185). Ainda assim, Demirpençe e colaboradores relataram 

que a mexiletina foi capaz de inibir a peroxidação lipídica em membranas cerebrais 

estimuladas com o complexo ferro-ascorbato e H2O2 (186). Baseado em nossos dados, 

podemos indicar que as alterações estruturais realizadas no protótipo mexiletina 

resultou em uma atividade antioxidante otimizada no análogo estrutural JME-209. 

Dessa forma, tomados em conjunto, esses dados sugerem fortemente que o 

análogo não anestésico de mexiletina JME-209 combina, de fato, propriedades 

broncodilatadoras, anti-inflamatórias e anti-oxidantes que o credenciam como  legítimo 

candidato a controlar situações fisiopatológicas  associadas a doenças pulmonares 

como a DPOC e outras.  
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6.  CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, nossos dados demonstram que o composto JME-209 é um análogo 

não-anestésico da mexiletina com notória atividade broncodilatadora, anti-inflamatória e 

antioxidante evidenciada por estudos in vitro e in vivo. O composto em questão 

apresentou efeito otimizado sobre a contração da musculatura lisa traqueal induzida por 

agente espasmogênico in vitro e sobre a broncoconstrição induzida por metacolina in 

vivo. Apresentou também, significativa atividade anti-espasmódica e anti-inflamatória no 

contexto da inflamação pulmonar, inibindo a broncoconstrição, hiper-reatividade 

brônquica e o acúmulo neutrofílico em camundongos provocados com LPS. Além de 

tais efeitos, mostrou-se também, eficaz em inibir alterações causadas pela provocação 

com LPS em um modelo de refratariedade a glicocorticoides, como a hiper-reatividade 

das vias aéreas e acúmulo neutrofílico. De maneira interessante, JME-209 apresentou 

atividade anti-inflamatória em modelo murino de inflamação pulmonar induzida por 

exposição à fumaça de cigarro, reduzindo o influxo leucocitário na luz das vias aéreas 

em um mecanismo que está associado ao bloqueio das citocinas pró-inflamatórias KC, 

MIP-1α e IL-1β. Ademais, o análogo estrutural apresentou também, expressiva 

atividade sobre o dano oxidativo, refletida pela redução dos níveis de malondialdeído no 

tecido pulmonar. Em suma, os dados sugerem fortemente que o análogo não 

anestésico da mexiletina, JME-209 possui características importantes que o podem 

credenciar como legítimo candidato para o tratamento de doenças inflamatórias 

pulmonares como a DPOC.  
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